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RESUMO 

 

Xilanases são enzimas que catalisam a hidrólise das xilanas e têm sido em grande parte, 

obtidas a partir de bolores e bactérias. No entanto poucos estudos têm sido relatados sobre a 

produção destas enzimas por leveduras. O presente trabalho teve como objetivo isolar 

leveduras de diferentes fontes vegetais visando à produção de xilanases, além de maximizar 

sua produção, estudar o uso de diferentes fontes de nitrogênio e cultivar as leveduras em 

meios contendo coprodutos agroindustriais. As amostras de alimentos e resíduos foram 

enriquecidas em caldo extrato de malte e levedura e isoladas em Ágar Nutriente Wallerstein, 

as leveduras isoladas foram, a seguir, avaliadas quanto à capacidade de degradar xilana 

presente no meio e produzir halos de hidrólise, os quais foram visualizados através do uso do 

corante vermelho congo. Os micro-organismos selecionados como potenciais produtores de 

xilanase foram crescidos em meio complexo líquido e as atividades enzimáticas de 

endoxilanase, β-xilosidase, carboximetilcelulase, celulase total, pH e concentração de 

biomassa foram avaliadas ao longo de 96 h de cultivo. Dentre as leveduras isoladas, sete 

foram selecionadas, e a 18Y foi a que apresentou a maior atividade de endo- xilanase  

(2,7 U.mL
-1

), sendo esta isolada de chicória e identificada como Cryptococcus laurentii. Esta 

estirpe apresentou capacidade de produzir xilanase com baixos níveis de celulase, sendo assim 

selecionada neste trabalho. A maximização de endo-xilanase foi avaliada fazendo uso de  

planejamento experimental onde primeiramente foi realizado um planejamento fracionário  

2
6-2

 para verificar os efeitos do pH inicial e as concentrações de xilana, peptona, (NH4)2SO4, 

extrato de levedura e KH2PO4 sobre a atividade enzimática. Após selecionar as variáveis 

xilana, peptona, pH e extrato de levedura foi realizado um delineamento composto central 

rotacional (2
4
) onde todos os cultivos foram mantidos a 30°C, 150 rpm durante 96 h sendo 

retiradas alíquotas para determinação das atividades, pH e biomassa. A produção máxima foi 

de 6,9 U.mL
-1

 usando 10,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, 10,0 g.L
-1 

de peptona, 10,0 g.L
-1

 de 

xilana, 1,0 g.L
-1

 de (NH4)2SO4 em pH 6,5 o que permitiu um incremento de mais de 250% 

sobre a atividade. Posteriormente foram realizados ensaios avaliando diferentes fontes e 

concentrações de nitrogênio orgânico e inorgânico. A presença de NH4NO3 e (NH₄)₂SO₄ 

usados na concentração de 3% proporcionaram as maiores atividades de endo-xilanase (6,2 e 

6,0 U.mL
-1

 respectivamente). O sulfato de amônio foi selecionado e fixado em 1 g.L
-1

 e logo 

após um planejamento completo 2
2
 foi realizado onde as variáveis xilana e extrato de levedura 

foram estudadas e as demais fixadas. As condições ótimas estabelecidas para a produção da 

enzima foram: concentração de xilana de 18,6 g.L
-1

, concentração de extrato de levedura de 

10 g.L
-1

 atingindo 14 U.mL
-1

. Após a maximização enzimática estudou-se o crescimento de 

Pichia pastoris NRRL Y-1603 e Cryptococcus laurentti em cinco substratos agroindustriais 

visando a possibilidade estes substratos substituírem a xilana em cultivos para a produção de 

endo-xilanase. Os ensaios foram realizados utilizando os subtratos pré-tratados com NaOH 

4% e não tratados. Para inserção dos mesmos aos meios de cultivo, estes foram moídos e 

adicionados na concentração de 2%. O pré-tratamento para todos as fontes de hemicelulose 

foi eficiente e promoveu aumento nas atividades produzidas.  Cryptococcus laurentti 

apresentou maior atividade enzimática (8,7 U.mL
-1

) em farelo de arroz desengordurado e pré-

tratado enquanto que a levedura Pichia pastoris NRRL Y-1603 apresentou sua melhor 

condição para produção de endo-xilanase quando cultivada em meio contendo casca de aveia 

e o farelo de arroz pré-tratados, alcançando atividades máximas de 7,6 e 7,5 U.mL
-1

 . 

 

 

Palavras chave: Isolamento. Leveduras. Xilanase. Maximização. Substratos hemicelulósicos. 
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ABSTRACT 

 

Xylanases are enzymes which catalyze the hydrolysis of xylan and have been mostly obtained 

from fungi and bacteria. However, few studies have been reported about production of these 

enzymes by yeasts. This study aimed to isolate yeasts from different plant sources for 

xylanase production, besides of maximizes its production, to evaluate use of different of 

nitrogen sources and rear yeast in agro-industrial byproducts. Samples of food and wastes 

were enriched in a sort of malt extract and yeast and isolated on Nutrient Agar Wallerstein. 

Afterwards the isolated yeast was evaluated for capacity of to degrade xylan and of producing 

halos of hydrolysis which were visualized using congo red dye. The microorganisms selected 

as potential xylanase producers were grown in complex liquid source and the enzymatic 

activity of endo-xylanase, β-xylosidase, carboxymethylcellulase, FPase, pH and concentration 

of biomass were evaluated after 96 hours. Among all isolated yeasts, seven were selected, and 

the 18Y showed the most endo- xylanase activity (2.7 U.mL-1), which was isolated from 

chicory and identified as Cryptococcus laurentii. This strain was able to produce xylanase 

with low levels of cellulase, and thus is selected in this work. The maximization of endo-

xylanase was evaluated by experimental design which was first performed in a factorial 

desing of 2
6-2 

in order of to verify effects on initial pH and concentrations of xylan, peptone, 

(NH42SO4,yeast extract and KH2PO4 on the enzymatic activity. After the xylan, peptone, pH 

and yeast extract variables were selected an central composite desing (2
4
) was performed 

where all rearings were maintained at 30 °C, 150 rpm during 96 h and samples were taken for 

determination of activity, pH and biomass. The highest production was 6.9 U.mL
-1

 using 10.0 

g L
-1

 of yeast extract, 10.0 g L
-1

 of peptone, 10.0 gL
-1

 of xylan and 1.0 gL
-1

 of (NH4)2SO4 at 

pH 6.5 which increased the activity over 250%. Afterwards tests evaluating different sources 

of both organic and inorganic nitrogen concentrations were conducted. The presence of 

NH4NO3 and (NH₄)₂SO₄ used in a concentration of 3% showed the highest endo-xylanase 

activity (6.2 and 6.0 U.mL
-1

 respectively). Ammonium sulfate was selected and established at 

1 g.L
-1

 and after a central composite desing 2
2
 was run where xylan and yeast extract variables 

were studied and the other ones set. The optimum conditions for enzyme production were 

established as: xylan concentration of 18.6 g L
-1

, yeast extract concentration of 10 g L
-1

 

reaching 14 U.mL
-1

. After enzyme maximization the growth of Pichia pastoris NRRL Y-1603 

and Cryptococcus laurentti were evaluated in five agroindustrial sources aiming that these 

substrates might replace xylan for the production of endo-xylanase. Experiments were 

performed using substrates pre-treated with 4% NaOH and untreated. In order to insert the 

same conditions, these were ground and added at a concentration of 2%. The pre-treatment for 

all sources of hemicellulose was efficient and promoted an increase in the activities. 

Cryptococcus laurentti showed higher enzyme activity (8.7 U.mL-1) in pre-treated defatted 

rice bran while the yeast of Pichia pastoris NRRL Y-1603 showed its best condition for endo-

xylanase production when grown in oat hulls and pre-treated rice bran source, reaching top 

activities of 7.6 and 7.5 U.mL
-1

. 

 

 

Keywords: Isolation. Yeast. Xylanase. Maximization. Hemicellulose substrates. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os processos biotecnológicos têm conquistado um lugar de destaque no 

desenvolvimento tecnológico mundial, exibindo características econômicas e operacionais 

que conferem vantagens em relação aos processos químicos convencionais. O uso desses 

processos possibilita a produção de um grande número de metabólitos de interesse industrial 

incluindo enzimas, hormônios, aromas, antibióticos, dentre outros. Alguns desses bioprodutos 

podem ser obtidos a partir do reaproveitamento de recursos naturais e de resíduos da 

agroindústria que podem ser encontrados em abundância no Brasil (FLORÊNCIO; COURI; 

FARINAS 2012). 

Dentre os principais produtos obtidos por processos biotecnológicos estão as 

enzimas, as quais são produzidas comercialmente e, na maioria dos processos, a partir de 

micro-organismos, devido em grande parte à sua diversidade, facilidade e controle 

operacional, e maior rendimento em relação aos processos extrativos de tecidos animais e 

vegetais (CHANDRA et al., 2010). Um grupo de enzimas presentes nas mais diversas 

aplicações são as xilanases, hidrolases que vêm sendo utilizadas em vários segmentos  

indústriais (DIHAM et al., 2008).  

Xilanases são glicosidases responsáveis principalmente pela hidrólise das ligações  

β-1,4 presentes na xilana vegetal (principal componente da hemicelulose). Sua degradação 

completa necessita da ação cooperativa de um consórcio de enzimas microbianas específicas 

(COUGHLAN; HAZLEWOOD, 1993). A hidrólise realizada por estas enzimas dentro da 

cadeia da xilana produz xilo-oligossacarídeos, os quais são convertidos em xilose pela ação da 

β-xilosidase (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2000). 

O uso dessas enzimas é bastante diversificado uma vez que elas podem ser 

aplicadas no branqueamento de papel (xilanases livres de celulases), alimentação animal, 

panificação e clarificação de bebidas, produção de xilo-oligossacarídeos, conversão de 

resíduos lignocelulósicos, entre outras (CARVALHO et al., 2013). 

 As enzimas xilanolíticas têm sido largamente obtidas a partir de bolores 

(ADESINA; ONILUDE, 2013; RAO; BHADRA; SHIVAJI, 2002) e bactérias (CHAVEZ et 

al, 2006; RAJAGOPALAN et al., 2013), porém poucos são os trabalhos citados na literatura 

sobre a produção dessa enzima por leveduras (MORAIS; FARIA; AZEVEDO, 2013; 

BONMAK et al., 2011). Além disso, existem poucos estudos que investigam a produção em 

cultivos submersos simultaneamente de celulases (CMCase e FPase) e xilanases (endo-

xilanase e β-xilosidase). 
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A produção industrial de enzimas é normalmente limitada pelo alto custo dos 

substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Para tornar a produção de enzimas 

mais competitiva, a utilização de substratos de menor custo e facilmente disponíveis deve ser 

explorada, além de avanços tecnológicos e da busca por novos micro-organismos. No Brasil, 

devido as suas condições climáticas, há disponibilidade de vários resíduos gerados na 

agricultura ou na agroindústria que podem ser utilizados nos processos para produção de 

enzimas (CARVALHO et al., 2013).  

A escolha do substrato adequado e as condições de cultivo para a produção de 

xilanases são muito importantes, uma vez que são fatores determinantes para o crescimento da 

enzima. O substrato atua como fonte de carbono e energia, e também proporciona os 

compostos indutores necessários para os micro-organismos produzirem essas enzimas 

(HALTRICH et al., 1996). Substratos hemicelulósicos de menor custo, como sabugo de 

milho, farelo de trigo, farelo de arroz, palha de arroz e bagaço de milho tem sido bastante 

utilizados para a produção de xilanases (BEG et al., 2001; KULKARNI et al., 1999; GÍRIO et 

al., 2010). 

Em geral, os materiais lignocelulósicos apresentam uma estrutura complexa e 

compacta sendo necessário submeter esta biomassa à pré tratamentos físicos e/ou químicos 

antes da sua hidrólise para aumentar a produção enzimática. Esta etapa é responsável pela 

remoção de lignina, redução da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do 

material, de maneira a tornar a hemicelulose mais susceptível à hidrólise e com isso uma 

maior produção de xilanases (RABELO, 2010).  

No contexto da biodiversidade, é válido ressaltar o potencial focado em isolar 

micro-organismos produtores de agentes importantes nas indústrias farmacêuticas, têxteis e de 

alimentos. Nesta última, é de grande importância a descoberta de novos micro-organismos 

produtores de insumos de interesse biotecnológico, como as enzimas, tendo em vista sua 

grande aplicação como coadjuvantes da tecnologia (PEIXOTO, 2006). 

Com base no exposto acima, esta tese teve como objetivos produzir endo-

xilanases através de leveduras isoladas de diferentes fontes, buscando maximizar a produção 

enzimática, além de verificar a capacidade da levedura isolada, e de uma cepa obtida de banco 

de culturas, crescerem em substratos agroindustrias usados como fontes de xilana em cultivos 

submersos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Isolar leveduras produtoras de enzimas do complexo xilanolítico e maximizar sua 

atividade enzimática, bem como testar diferentes substratos agroindustriais como fontes de 

xilana para a produção de endo-xilanase. 

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Realizar o isolamento e a seleção de leveduras, a partir de amostras de alimentos e 

substratos agroindustriais, com capacidade xilanolítica; 

 Cultivar as leveduras selecionadas em meio complexo líquido a base de xilana 

realizando acompanhamento das atividades enzimáticas (endo-xilanases, β xilosidase, 

CMCase e FPase), concentração de biomassa e pH; 

 Realizar a maximização da atividade de endoxilanase para a levedura selecionada; 

 Investigar a produção de endo-xilanase em meios de cultivo com SUBSTRATOS 

agroindustriais ricos em hemicelulose submetidos e não submetidos a pré tratamento, 

utilizando a levedura selecionada; 

 Comparar a produção enzimática da levedura isolada (Cryptococcus laurentti) e de 

Pichia pastoris (NRRL Y-1603) em cultivos contendo substratos agroindustriais 

tratados e não tratados com hidróxido de sódio 4%. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 MATERIAIS HEMICELULÓSICOS 

 

As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais 

abundantemente encontradas na natureza, sendo compreendidas, majoritariamente, pelos 

materiais agroindustriais, pelos resíduos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e 

gimnospermas. Dentre essas, os materiais agroindustriais se destacam pelo caráter de resíduo, 

conferido por sua obtenção após o processamento de matérias-primas que apresentam maior 

valor agregado (AGUIAR; FERRAZ, 2011). 

Esta biomassa inclui materiais oriundos das atividades de exploração 

agroindustrial e florestal, tais como palhas de arroz e trigo, sabugo de milho, casca de aveia, 

bagaço de cana de açúcar, aparas de eucalipto, entre outros. Estes resíduos agrícolas, em 

geral, contêm cerca de 40 a 60 % de celulose, 20 a 40 % de hemicelulose e 15 a 25 % de 

lignina (SUN; CHENG, 2002). 

A celulose é o constituinte normalmente encontrado em maior abundância nas 

biomassas. É a substância formadora da estrutura esquelética da planta, consistindo em um 

polímero formado por unidades de glicose conectadas através de ligações químicas 

envolvendo átomos de oxigênio. As cadeias de celulose agregam-se formando fibrilas e 

apresentam ligações de hidrogênio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias, 

resultando na cristalinidade da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989). Muitas vezes a região 

cristalina da celulose impede a hidrólise significativa devido às fortes ligações existentes entre 

as unidades de glicose. O que ocorre na maioria das vezes é uma hidrólise parcial, uma vez 

que a região amorfa, como uma estrutura desorganizada, é facilmente hidrolisada.  

As hemiceluloses, por outro lado, são heteropolímeros de menor massa molecular 

compostas pelos açúcares glicose, manose e galactose, e em maior quantidade, xilose e 

arabinose, podendo ainda apresentar quantidades variáveis de ácidos urônicos e grupos 

acetila. Age como substância de reserva e sustentação, servindo de conexão entre a lignina e a 

celulose (PEREZ et al., 2005). O grau de polimerização deste heteropolímero é geralmente 

inferior a 200 unidades e por possuir massa molecular menor, a hemicelulose é muito mais 

solúvel do que a celulose e é mais rapidamente hidrolisada (JEFFRIES, 1983) pois suas 

ligações glicosídicas rompem-se facilmente permitindo a utilização de seus açúcares, como a 

D-xilose, para a produção de produtos de interesse (CARVALHO et al., 2004). 
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A composição química da biomassa lignocelulósica varia em função do tipo de 

biomassa, conforme mostrado na Tabela 1. Mesmo presente em quantidades menores em 

relação à fração celulósica, a lignina confere limitação suficiente para retardar, ou mesmo 

impedir completamente, a atuação microbiana sobre o material (SANTOS et al.,2012). 

 

Tabela 1: Composição química de biomassas lignocelulósicas. 

Biomassa 

lignocelulósica 

%  

celulose 

% 

hemicelulose 

     % 

   Lignina 

Referência 

Casca de arroz 34 29 19 CEN et al, 2010 

Tegumento de 

soja 

29-51 10-20 1-4 IPHARRAGUERRE; 

CLARK, 2003 

Casca de aveia 29 28 22 TAMANINI, 2004 

Sabugo de milho 45 35 15 SAHA, 2003 

Farelo de arroz 

desengordurado 

25-40 20-35 15-35 SHIBUTA et al.1985 

Madeira dura 43-47 25-35 16-24 SANTOS et al., 2012 

Madeira mole 40-44 25-29 25-31 SANTOS et al., 2012 

 

O principal componente encontrado nas hemiceluloses de resíduos agrícolas, 

como a palha e a casca de arroz são polímeros de xilose (xilana) (PEREZ et al., 2005). 

Durante o pré- tratamento a fração hemicelulósica é a que inicialmente reage, e sendo que 

destas, xilanas são os polimeros mais facilmente extraídos (SWEETT; WINANDY, 1999). 

Já a lignina é um polímero que atua como suporte nas paredes da célula, é insolúvel, 

apresentando peso molecular elevado e muitas ligações cruzadas, características de polímeros 

termorrígidos. Possui natureza química bem distinta dos carboidratos, sendo caracterizada por 

uma estrutura preponderantemente aromática. A solubilidade da lignina em meio ácido, 

neutro ou alcalino depende, no entanto, dos precursores da lignina (GRABBER, 2005). Atua 

como ligante das fibras de celulose, contribuindo para a resistência e rigidez do tecido da 

madeira. 

Uma grande variedade de fungos e bactérias consegue degradar o material 

lignocelulósico usando enzimas hidrolíticas e oxidativas (AGUIAR E FERRAZ, 2011). A 

celulose e a hemicelulose podem ser hidrolisadas formando açúcares que serão 

metabolicamente utilizados por micro-organismos na produção de vários produtos como o 

etanol, butanol, acetona, ácidos orgânicos, glicerol, enzimas, entre outros (WYMAN, 2003). 
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A complexa estrutura da parede celular da biomassa lignocelulósica, no geral, é 

resistente à bioconversão. A utilização da biomassa como fonte de carboidratos para obtenção 

de combustíveis e produtos de alto valor agregado tem sido severamente dificultada pela sua 

recalcitrância (SANNIGRAHI et al., 2010). 

Os constituintes da biomassa geralmente encontram-se associados dificultando 

assim o ataque de agentes químicos, enzimáticos ou microbianos, que não possuem a 

capacidade de assimilar agregados tão grandes. Diante da complexidade destes materiais se 

percebe a importância de se utilizar um pré tratamento eficaz que possa causar o rompimento 

dessas barreiras facilitando a hidrólise e consequentemente minimizando a degradação, 

evitando assim perda de açúcares. O esquema de um pré tratamento desorganizando a 

biomassa original está representado na Figura 1: 

 

Figura 1 - Esquema de pré-tratamento sobre o material lignocelulósico 

 

 

Fonte: Santos et al., 2012. 

 

O pré tratamento é definido como um conjunto de procedimentos capaz de tornar 

os compostos acessíveis ao processo de transformação, através da quebra de lignina e do 

rompimento da estrutura cristalina da celulose (CAMPO et al., 2006). A etapa do pré 

tratamento é considerada uma das etapas do processo mais relevantes na conversão de 

biomassa em açúcares fermentescíveis, pois influencia nos custos no processo de pesquisa e 

desenvolvimento (CAMPO et al., 2006). 
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A deslignificação é causada pelo íon hidroxila altamente reativo (OH
+
) que é um 

produto de degradação do peróxido de hidrogênio. Este radical é responsável pela oxidação da 

estrutura da lignina, na qual ataca os grupos hidrofílicos, quebrando algumas ligações e, 

eventualmente, levando a dissolução da lignina (SUN et al., 2004). Portanto, de acordo com 

Gould (1984) a concentração de peróxido de hidrogênio deve ser, pelo menos, 1% para se ter 

uma boa deslignificação. No tratamento químico que utiliza solução alcalina as reações  

iniciais são as de solvatação e saponificação, ocorrendo degradação química e ionização dos 

grupos hidroxila, provocando um estado de inchaço da biomassa e tornando-a mais acessível  

para as enzimas e micro-organismos, facilitando a acessibilidade aos carboidratos. 

 

3.2 XILANA 

 

O principal polissacarídeo componente da hemicelulose é a xilana, o qual está 

presente em todas as camadas da parede celular vegetal na interface entre a celulose e a 

lignina. A xilana depois da celulose, é a mais abundante fonte renovável de carbono presente 

na madeira e resíduos agrícolas (ZANOELO et al., 2004). 

 É uma molécula heterogênea que consiste de cadeia principal com ligações β-1,4 

de polixilose até uma cadeia com ramificações de arabinose, manose, galactose, glicose e 

ácidos. Na natureza, sua degradação e modificação podem ser feitas por diferentes micro-

organismos (ABDEL-SATER; EL-SAID, 2001; FERREIRA et al., 1999;  LENARTOVICZ et 

al., 2003; MAHESHWARI et al., 2000).  

O interesse pela hidrólise da xilana se dá pela ação de várias enzimas do 

complexo xilanolítico. As xilanases fazem parte desse complexo, os quais são responsáveis 

pela hidrólise catalítica da xilana. Essas enzimas são principalmente produzidas por micro-

organismos e responsáveis pela decomposição das paredes celulares das plantas. As xilanases 

são também encontradas em algas marinhas, protozoários, lesmas, crustáceos, insetos e 

sementes de plantas (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997). Entre as fontes microbianas, bolores 

são importantes, pois eles secretam no meio níveis mais elevados de xilanase do que as 

bactérias e leveduras (HALTRICH et al., 1996; POLIZELI et al., 2005). Entre as espécies de 

fungos, Humicola grisea var. thermoidea tem conquistado considerável atenção como fonte 

rica de xilanases. Recentes estudos têm demonstrado que estes fungos produzem xilanases 

com diferentes propriedades (MEDEIROS et al., 2007). Por isso, as origens diversas da xilana 

ocorrem devido a sua heterogeneidade estrutural, refletindo na ocorrência de múltiplas formas 

de xilanases. Essas enzimas são variadas na estrutura tri-dimensional. Elas podem ser 
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exncontradas em seis famílias das glicosidase hidrolase (GH): GH5, GH7, GH8, GH10, GH11 

e GH43. As famílias se diferem uma das outras quanto às propriedades físico-químicas, 

estrutura, modo de ação e especificidade do substrato (COLLINS et al., 2005; PUCHART; 

BIELY, 2007).  

Devido à estrutura heterogênea a xilana requer para sua degradação a ação de 

muitas enzimas xilanolíticas. Este sistema enzimático é composto particularmente pelas 

enzimas: β-1,4-Endoxilanases (1,4-β-D-xilana xilohidrolases; EC 3.2.1.8) que clivam as 

ligações internas glicosídicas da cadeia principal da heteroxilana, diminuindo o grau de 

polimerização do substrato. A clivagem do substrato não é ao acaso e as ligações a serem 

hidrolisadas dependem da natureza do substrato (comprimento e/ou grau de ramificação) e 

também da presença de substituintes (LI et al., 2000). Inicialmente, os principais produtos da 

reação são xilo-oligossacarídeos, mas posteriormente, outras pequenas moléculas de 

monossacarídeo, dissacarídeo e trissacarídeo de xilose, isto é, xilose, xilobiose e xilotriose 

podem ser liberados.  

 

3.3 ENZIMAS 

 

As enzimas são biocatalisadores com propriedades que as tornam altamente 

atrativas, pois aumentam a taxa de reação química sem sofrer transformação. Além de serem 

ativas e versáteis, elas catalisam uma série de transformações de modo seletivo, rápido e em 

condições brandas de reação, o que as difere dos catalisadores convencionais. Outra vantagem 

na utilização de enzimas é a facilidade em se regular a atividade enzimática, pois para isso 

basta modificar a natureza do meio de reação, alterar o pH ou adicionar suplementos. 

Geralmente, possuem alta especificidade como consequência de sua conformação 

tridimensional (HERNALSTEENS; MAUGERI, 2010; PATEL, 2002; PIZARRO; PARK, 

2003). 

Constituem um grupo de macromoléculas necessário para inúmeros eventos 

biológicos. Além disso, são úteis em muitos processos industriais, sobre tudo nas áreas de 

biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos (PASTORE, 2010.) 

As enzimas de origem microbiana, em particular as oriundas de leveduras, 

possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de origem animal ou vegetal, como o menor 

custo de produção, a possibilidade de produção em larga escala, além de oferecer um amplo 

espectro de características físico-químicas. Portanto, a identificação de novas fontes 

microbianas garante o suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais e torna 
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possível o desenvolvimento de sistemas enzimáticos que não podem ser obtidos de plantas ou 

animais (ALVES et al., 2002).  

Dentre as enzimas microbianas empregadas em processos na indústria alimentícia 

destacam-se as xilanases que são enzimas extracelulares produzidas principalmente por 

bolores e bactérias os quais são capazes de produzir xilo-oligossacarídeos (XOS).  

 

3.3.1 Xilanases 

 

As xilanases compreendem o grupo de enzimas responsáveis pela hidrólise da 

xilana. As principais enzimas envolvidas nesta hidrólise são β-1,4-endoxilanase e a β-D-

xilosidase (GIRIO et al, 2010, NAWEL et al.,2011). 

Estas enzimas foram reconhecidas pela União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUBMB) em 1961 e receberam o código enzimático de EC 3.2.1.8. O 

nome oficial é endo-β-1,4-xilanase e os seguintes sinônimos são comumente utilizados: 

xilanase, endoxilanase, β-1,4-D-xilana-xilanohidrolase, endo-β-1,4-D-xilanase, β-1,4-xilanase 

e β-xilanase (COLLINS et al., 2005). 

As endoxilanases podem ser classificadas em dois tipos de acordo com o produto 

final da reação: as que catalisam a hidrólise nos pontos de ramificação 1,3-α-1- 

arabinofuranosil de arabinoxilanas em adição à hidrolise das ligações da cadeia principal, e 

aquelas que não hidrolisam estes pontos de ramificação (; CZJZEK et al., 2005; MATSUO et 

al., 1998; RIZZATTI, 2004).  

A enzima β-1,4-endoxilanase (1,4-β-D-xilana-xilohidrolase, E.C. 3.2.1.8) provoca 

a quebra das ligações glicosídicas do esqueleto heteroxilana resultando na diminuição do grau 

de polimerização do substrato. O ataque ao substrato não é feito ao acaso e as ligações a 

serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato como, por exemplo, o comprimento e o 

grau de ramificação do composto e a presença de substituintes, sendo que os principais 

compostos formados no início da hidrólise da xilana são os xilo-oligossacarídeos (GIRIO et 

al., 2010;VICENTE, 2002; NAGAR et al., 2011). 

As β-xilosidases (β-1,4-D-xilosídeo-xilo-hidrolase; EC 3.2.1.37) são 

exoglicosidases que hidrolisam xilo-oligossacarídeos e xilobiose, a partir da extremidade não 

redutora, liberando resíduos xilopiranosil. Esta enzima sozinha não hidrolisa a xilana e tem 

maior afinidade pela xilobiose. Sua afinidade aos xilo-oligossacarídeos é inversamente 

proporcional ao seu grau de polimerização (GIRIO et al., 2010). Estas enzimas são capazes de 
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clivar substratos artificiais como p-nitrofenil β-D-xilopiranosídeo (ANDRADE et al., 2002; 

RIZZATTI, 2004).  

As xilanases microbianas são proteínas com apenas uma cadeia polipeptídica, 

com massas molares variando entre 8 e 14 KDa (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997). A 

temperatura ótima para as xilanases bacterianas e fúngicas varia entre 40 e 60 ºC. As enzimas 

fúngicas são geralmente menos termoestáveis que as bacterianas. As xilanases são usualmente 

estáveis em pH entre 3 e 10, possuindo pH ótimo entre 4 e 7 (ITO et al., 1992). O ponto 

isoelétrico das xilanases varia de 3 a 10. Normalmente as bactérias são conhecidas por 

produzirem xilanases que possuem alta massa molecular e baixo ponto isoelétrico ou baixa 

massa molecular e alto ponto isoelétrico, No entanto, esta relação não é observada em fungos, 

sendo as xilanases fúngicas, em sua maioria de baixo peso molecular (HALTRICH et al., 

1996). As xilanases hidrolisam as moléculas de xilanas por mecanismos de ação endo e exo, 

conforme mostrado na Figura 2.  

 

Figura 2- Estrutura da molécula de xilana e ação das xilanases.  

 

Fonte: Gomes et al., 2007. 

 

As xilanases são capazes de produzir oligossacarídeos, os quais recebem o nome 

de xilo-oligossacarideos (XOS). Entre os oligossacarídeos utilizados, os XOS possuem a 

vantagem de serem obtidos através de fontes altamente disponíveis e de baixo custo, como os 

resíduos florestais e agroindustriais, e de possuírem as propriedades prebióticas semelhantes 

ou superiores as dos demais compostos, como os fruto-oligossacarídeos (FOS) e isomalto-

oligossacarídeos (IOS) (MENEZES; DURRANT, 2008). 

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422007000100025&script=sci_arttext#figura9
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Os xilo-oligossacarídeos são oligômeros de açúcar formados por unidades de 

xilose, que aparecem naturalmente em frutos, vegetais, leite e mel. Os XOS podem ser 

utilizados para várias finalidades, entre as quais destacam-se as aplicações nos alimentos e na 

indústria farmacêutica (VÁZQUEZ et al., 2005). 

Para produção de XOS por enzimas, são necessários complexos enzimáticos 

contendo enzimas exo-xilanases e/ou β-xilosidases, para evitar a produção de xilose. Estas 

enzimas podem ser diretamente adicionadas para a reação, imobilizadas ou produzidas in situ 

por micro-organismos (BEG, 2001). 

Um importante papel é atribuído a essas enzimas, pois as xilanases são inibidas 

por altas concentrações de seus produtos e uma das funções das β-xilosidases é diminuir esta 

inibição causada pela concentração de xilo-oligossacarídeos (ANDRADE et al., 2004; 

POLIZELI et al., 2005). As β-xilosidases têm sido caracterizadas em vários fungos e 

bactérias, mas pouco se conhece sobre a regulação de sua biossíntese (ANDRADE et al., 

2004). Em fungos filamentosos, estas enzimas estão associadas ao micélio podendo ser 

detectadas também no extrato celular ou durante o crescimento. As β-xilosidases apresentam 

uma massa molecular de 60 a 360 kDa sendo geralmente glicoproteínas. Elas possuem pH 

ótimo entre 4,0 e 5,0, e as temperaturas ótimas podem variar entre 40ºC a 80ºC, dependendo 

do micro-organismo estudado (POLIZELI et al., 2005). 

 Outras atividades microbianas são capazes de afetar a conversão da xilana em 

seus constituintes. Estas enzimas agem cooperativamente, ocorrendo um sinergismo entre 

elas, os quais apresentam as seguintes atividades: α-L- arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) 

removem os resíduos de L-arabinose substituídos no carbono três (C3) das unidades de xilose 

(KANEKO et al., 1993; RIZZATTI, 2004); α-glucuronidases (EC 3.2.1.131) hidrolisam as 

ligações glicosídicas α-1,2 entre o ácido glucurônico ou ácido metil-glucurônico e resíduos de 

xilose em glucuronoxilano (ANDRADE, 2002; RIZZATTI, 2004); acetilxilana esterases (EC 

3.1.1.6) removem grupos O-acetil a partir dos carbonos dois e/ou três (C2 e/ou C3) dos 

resíduos de xilose na acetilxilana (CAUFRIER et al., 2003; RIZZATTI, 2004; SHAO; 

WIEGEL, 1992); e os ácidos fenólicos esterases também podem estar presentes: ácido 

ferrúlico esterase (3.1.1.73) e o ácido p-coumárico esterase (EC 3.1.1) clivam na xilana as 

ligações éster entre resíduos de cadeia lateral de arabinose e ácido ferrúlico ou ácido p-

coumárico, respectivamente (POLIZELI et al., 2005; RIZZATTI, 2004).   
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3.3.2 Aplicação das xilanases 

 

O interesse no estudo do complexo xilanolítico está relacionado ao seu emprego 

nos diversos processos biotecnológicos. Em alguns deles, há necessidade de enzimas 

purificadas, enquanto que, em outros, a conversão da xilana em xilose é feita por meio da 

utilização de extratos enzimáticos brutos.  

Segundo Biely (1985), a aplicação da xilanase divide-se em duas categorias, uma 

associada à polissacaridases (por exemplo, celulases) e outra livre de celulase. Atualmente, 

uma das principais aplicações das xilanases e outras enzimas é no pré-branqueamento da 

polpa de celulose na indústria de papéis. Tradicionalmente são necessários dois processos 

para a obtenção de uma polpa de celulose pura: cozimento e branqueamento. O processo de 

cozimento mais importante é o kraft, que envolve o uso de sulfito, bissulfito e íons hidroxila 

para degradar a lignina da madeira, deixando-a solúvel no licor de cozimento (PATEL et al., 

1993). Sob alta temperatura e pressão, 90 a 95 % da lignina é modificada ou solubilizada e o 

conteúdo das fibras se separa. A xilana é dissolvida no licor de cozimento devido à alta 

temperatura e pH. No entanto, à medida que o processo se desenvolve, a alcalinidade diminui 

e a xilana degradada precipita-se de forma mais ou menos cristalina sobre a celulose 

(BUCHERT et al., 1992). São realizadas algumas lavagens a fim de separar os rejeitos (nós de 

madeira e cavacos não cozidos), visando à limpeza da polpa e retirada do licor remanescente. 

Neste estágio as fibras são escuras, pois ainda contém lignina residual do cozimento.  

Regulamentos ambientais têm restringido o uso de compostos clorídricos em 

processos de branqueamento nas indústrias de papel e celulose, assim a xilanase vem sendo 

utilizada em pré-branqueamentos como uma alternativa em tais processos (VIIKARI et al., 

1994). Estes processos de pré-branqueamento reduziram o uso de compostos clorídricos em 

até 30%. Como resultado houve a diminuição de 15 % a 20 % na liberação de organoclorados 

nos efluentes das indústrias de papel (KULKARNI et al., 1999). Muitas indústrias do Canadá, 

Estados Unidos, Suécia e Finlândia estão usando xilanases nas sequências de branqueamento 

(ARAÚJO et al., 1999).  

Existem algumas teorias que o tratamento com xilanases tem função de remover a 

xilana precipitada da superfície da polpa (ocorrida durante o cozimento), mas não totalmente 

esclarecida, a maneira exata ainda de como as xilanases agem nos processos de 

branqueamento (BENEDETTI, 2009).  

Outra aplicação do complexo xilanolítico é no processamento de fibras vegetais, 

como o cânhamo ou o linho na indústria têxtil. O processo consiste na incubação de caules de 
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rami secos com xilanases que liberam fibras de celulose intactas que não necessitam da etapa 

de branqueamento (PRADE, 1995).  

O uso desse complexo xilanolítico na produção de rações animais é importante no 

setor de agronegócios. As xilanases são componentes de formulação de ração animal, 

juntamente com glucanase, pectinase, celulase, protease, amilase, fitase, galactosidase e 

lipase. Elas quebram arabinoxilanas presentes na ração, reduzindo a viscosidade do material 

bruto. A arabinose encontrada na parede das células dos grãos tem efeito antinutricional para 

aves domésticas. Quando esses componentes encontram-se na forma solúvel, eles se possível 

elevam a viscosidade da ração ingerida interferindo na instabilidade e absorção de outros 

componentes. Se a xilanase é acrescentada na ração contendo milho e sorgo, ambos são 

alimentos de baixa viscosidade, ela melhora a digestão dos nutrientes na parte inicial do trato 

digestivo, resultando em melhoria no uso de energia. A ação conjunta com as glucanases, 

pectinases, celulases, proteases, amilases, fitases, galactosidases e lipases melhoram a 

digestibilidade da mistura alimentar (POLIZELI et al., 2005).  

Na indústria alimentícia, como por exemplo, na panificação, as xilanases podem 

ser usadas junto com alfa-amilase que leva à produção de maltose, aumentando a maciez e a 

textura da massa e do miolo e mantendo o pão fresco por mais tempo. Já amilase maltogênica 

e a xilanase dão estabilidade à massa, enquanto a protease altera a elasticidade e a textura do 

glúten e melhora a cor e o sabor do pão (MUSSATTO et al., 2007). As xilanases vem sendo 

usadas sobre as arabinoxilanas, que representam 2 a 3% (m/m) da farinha de trigo, e absorvem 

cerca de 1/3 da água adicionada à massa, impedindo o desenvolvimento do glúten, reduzindo, 

assim o volume do pão e prejudicando a textura do mesmo. Assim, a aplicação de xilanases 

(arabinosidases) a farinha leva a liberação da água retida nas arabinoxilanas, melhorando o 

manuseio da massa e permitindo a obtenção de um produto final com maior volume, 

melhorando a estrutura de miolo e textura (CAMACHO; AGUILAR, 2003; HARBAK; 

THYGESEN, 2002; KULKARNI et al., 1999). Além disso, uma grande quantidade de 

arabinoxilooligossacarídeos pode ser benéfica à saúde, pois influência o funcionamento do 

intestino delgado, melhorando a digestão e absorção dos açúcares; protege contra as doenças 

cardiovasculares; previne de câncer colo retal e auxilia no aumento do bolo fecal e 

esvaziamento intestinal periódico nas evacuações (MENEZES; DURRANT, 2008). Nas 

fábricas de biscoitos, a xilanase é recomendada na fabricação de cream-crackers e waffer pois 

melhora a textura, palatabilidade e uniformidade (POLIZELLI et al., 2005).  

As xilanases também são utilizadas na clarificação de sucos e vinhos (BIELY, 

1985), na liquefação de frutas e mucilagem de café (WONG et al., 1988). Em 1930, quando 
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iniciou-se a fabricação de sucos de frutas cítricas o rendimento era pequeno, pois ocorria 

problema na sua filtração devido à turvação causada pelo amido. O conhecimento elevado dos 

constituintes químicos das frutas e o uso das enzimas microbianas ajudaram a resolver esse 

problema. Atualmente, xilanases em combinação com celulases, amilases e pectinases, 

provocam melhorias na liquefação das frutas e vegetais; na estabilização da polpa de fruta; na 

recuperação de aromas, óleos essenciais, vitaminas, sais minerais, cor dos alimentos e 

pigmentos; redução da viscosidade; hidrólise das substâncias que impedem clarificação física 

e química do suco, ou que podem causar escurecimento no concentrado (BENEDETTI, 2009).  

Os avanços das técnicas de biologia molecular permitiram outras aplicações das 

xilanaseS. De acordo, com Ganga et al., (1999), uma levedura recombinante do vinho foi 

construída com gene para xilanase de Aspergillus nidulans xlnA, resultando em um vinho com 

melhor aroma de frutas que o convencional. Durante a fabricação da cerveja, a parede celular 

da cevada é hidrolisada permitindo a quebra do amido. Porém, há a liberação de longas 

cadeias de arabinoxilanas, que aumentam a viscosidade podendo deixar a cerveja turva. 

Assim, as xilanases auxiliam na solubilização das arabinoxilanas a oligossacarídeos menores, 

diminuindo sua viscosidade e, consequentemente, eliminando a turbidez da cerveja 

(DEBYSER et al., 1997; DERVILLY et al., 2002).  

A xilanase e a xilana não são comumente usadas na indústria farmacêutica. A 

xilanase é empregada em conjunto com outras enzimas na forma de complexo enzimático 

(hemicelulases, proteases e outras) em suplementos alimentares, mas poucos produtos 

medicinais possuem essa formulação (POLIZELLI et al., 2005). Já os produtos da hidrólise da 

xilana, como a xilose, podem ser transformados em combustíveis líquidos (etanol), solventes 

e adoçantes artificiais de baixa caloria. A primeira etapa é a deslignificação da hemicelulose 

que é material rico em xilana, seguido da hidrólise pela ação das xilanases e hemicelulases, 

produzindo açúcares como a xilose. Na etapa seguinte os produtos são fermentados, 

principalmente por levedura (Pichia stipitis e Candida shehatae) produzindo xilitol ou etanol 

(SREENATH; JEFFRIES, 2000).  

Entre os açúcares usados na produção do álcool etílico, a xilose representa 5% a 

20%. Xilitol é um poliálcool com poder de adoçante comparado com a sacarose (PARAJÓ et 

al., 1998). É um adoçante não cancerígeno indicado para indivíduos obesos e diabéticos, 

recomendado para prevenção de osteoporose e infecções respiratórias, desordem do 

metabolismo de lipídios e lesões parenterais e rins. Uma variedade de produtos comerciais 

contendo xilitol, por exemplo, goma de mascar pode ser encontrada no mercado (POLIZELLI 

et al 2005).  
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Embora a hidrolise enzimática da xilana é método de obtenção da xilose, o atual 

xilitol comercial é produzido em larga escala por catálise química. Esse processo é 

considerado de alto custo, pois a xilose foi inicialmente purificada em várias etapas. Além 

disso, reações químicas frequentemente produzem produtos tóxicos na fermentação que são 

da decomposição do material lignocelulósico; também na liberação de açúcares, produtos 

podem ser formados da degradação da glicose (hidroximetilfurfural), xilose (furfural), e da 

estrutura da lignina (compostos aromáticos e fenólicos e aldeídos). Substâncias liberadas da 

estrutura da lignocelulose, como material de extração e ácido acético (isto é, terpenos e seus 

derivados, tropolones e compostos fenólicos como os flavonóides, quinonas, ligninas e 

taninos, ou corrosão dos equipamentos (ferro, cromo, níquel e cobre) podem ter poder 

inibidor da atividade microbiana (BENEDETTI, 2009; POLIZELLI et al, 2005).  

O desenvolvimento de tecnologia mais apropriadas na produção de xilitol tem 

causado grande expectativa para o uso de indústrias de alimentos, farmacêuticas e 

odontológicas (POLIZELLI et al., 2005). Esses são alguns exemplos que mostram a 

contribuição das enzimas do complexo xilanolítico para diversas aplicações nos processos 

industriais.  

As enzimas estão sujeitas à inativação por fatores químicos, físicos ou biológicos, 

quando estocadas ou durante o uso em processos industriais. Para que a catálise enzimática 

seja eficiente em um determinado processo, há necessidade de protegê-las de possível 

inativação, impossibilitando a catálise da reação. Frente a este problema, o processo de 

imobilização em suportes sólidos tem sido desenvolvido para fornecer estabilidade às enzimas 

e facilitar sua recuperação e reutilização (VILLENEUVE et al., 2000).  

A utilização destas técnicas tem sido crescente nos últimos vinte anos e, com isso, 

novas informações teóricas e aplicações práticas estão surgindo (VILLENEUVE et al., 2000). 

O uso de biocatalisadores imobilizados também é crescente em escala industrial, 

especialmente na indústria farmacêutica, de detergentes, couros e panificação, entre outras 

(DALLA-VECHIA; NASCIMENTO, 2004).  

 

3.4 PRODUÇÃO DE XILANASES  

 

Xilanases são produzidas por uma grande variedade de micro-organismos, como 

bactérias, fungos, algas e protozoários (HALTRICH et al., 1996), porém poucos são os micro-

organismos que possuem o sistema xilanolítico completo, ou seja, todas as enzimas 

necessárias para a completa degradação das heteroxilanas. Os bolores Penicilllium 
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capsulatum e o Talaromyces ermersonni são dois exemplos destes micro-organismos 

(GERBER et al., 1997).  

As xilanases microbianas são as preferidas para os processos de hidrólise em 

virtude da sua especificidade, das condições suaves de reação, das poucas perdas de substrato 

e da sua biodegrabilidade.  São produzidas por diferentes bactérias e fungos, como exemplo, 

Trichoderma sp, Bacillus sp, Aspergillus sp, Penicillium sp, Aureobasidium sp e Talaromyces 

sp (GERBER et al., 1997).  

A procura por cepas fúngicas é maior pela facilidade de extração da enzima do 

ponto de vista industrial, pois os fungos sintetizam enzimas extracelulares que são lançadas 

em um substrato externo e, portanto, elimina-se a etapa de rompimento celular (HALTRICH 

et al., 1996), e também, pela estabilidade e atividade em pH e temperatura extremos 

(KULKARNI et al., 1999). Por isso, a grande maioria das enzimas utilizadas industrialmente 

são produzidas principalmente pelos bolores Trichoderma sp e Aspergillus sp. (LI et al., 2000; 

PANDEY et al., 2000), por outro lado os micro-organismos produtores dessas enzimas, para 

que possam ser aplicadas em alimentos, precisam ser considerados GRAS, o que muitas vezes 

não acontece com os bolores. 

O amplo potencial de aplicação biotecnológico das enzimas xilanolíticas estimula 

principalmente pesquisas envolvendo micro-organismos xilanolíticos termofílicos e 

extremofílicos, pois estes produzem enzimas com maior estabilidade. Notadamente os fungos 

termofílicos compreendem: Chaetomium thermophile, Humicola insolens, Humicola 

lanuginosa, H. grisea, Melanocarpus albomyces, Paecylomyces variotii, Talaromyces 

byssochlamydoides, Talaromyces emersonni, T. lanuginosus e Thermoascus aurantiacus 

(POLIZELI et al., 2005).  

 Substratos lignocelulósicos como sabugo de milho, farelo de aveia, farelo de 

arroz, palha de arroz e bagaço de cana-de-açúcar têm se mostrado eficientes indutores para a 

produção de enzimas xilanolíticas por alguns fungos como Aspergillus awamori, Penicillium 

purpurogenum, H. grisea, entre outros (BEG et al., 2001; CARVALHO; FURTADO, 2003; 

DE PAULA et al., 1998; FARIA, 2000; HALTRICH et al., 1996; MORAES et al., 2002). O 

bagaço de cana-de-açúcar é o principal sub-produto da indústria açucareira e contém 

aproximadamente 40% de celulose, 24% de hemicelulose e 25% de lignina. Devido a sua 

abundante disponibilidade, ele pode servir como o substrato ideal para processos microbianos 

na obtenção de produtos de maior valor agregado (PANDEY et al., 2000).  

Os meios de cultura utilizados para a produção de endoxilanases por fungos 

contém, além do substrato indutor, sais minerais (KH2PO4, MgSO4, CaCl2, NH4
+
 ou de NO3

-
), 
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íons metálicos (Fe2
+
, CO2

+
, Zn2

+
) e complexas fontes de nitrogênio orgânico, que são mais 

eficientes para a produção de endoxilanases do que fontes inorgânicas. De uma forma geral a 

produção de endoxilanases encontra-se relacionada ao controle nutricional dos micro-

organismos. O crescimento de um micro-organismo em uma fonte de carbono favorável, 

como a glicose, reprime a síntese de enzimas requeridas para o metabolismo de fontes de 

carbono alternativas, como a xilana, reprimindo a produção das endoxilanases. Assim a 

presença de glicose no meio de cultura reprime a síntese das enzimas xilanolíticas pelo 

mecanismo de repressão catabólica, o que pode ocorrer por inibição da transcrição ou por 

exclusão dos indutores destas enzimas durante o transporte através da membrana da célula 

(KULKARNI et al., 1999).  

 A regulação da indução e secreção de endoxilanases pelos micro-organismos não 

é completamente entendida. Uma vez que a xilana é incapaz de entrar na célula microbiana, a 

produção de endoxilanases é induzida inicialmente por fragmentos de xilana de baixa massa 

molecular (FXBMM) como a xilose, xilobiose, xilotriose, resultante da ação de uma pequena 

quantidade de endoxilanase produzida constitutivamente e secretada para o meio. Para a 

indução da produção de endoxilanases pelos fragmentos de baixa massa molecular há duas 

possíveis explicações baseadas nos relatos de Gomes e colaboradores (1994), Wang e 

colaboradores (1992) e Zhao e colaboradores (1997). Uma das explicações é que os FXBMM 

formados pela hidrólise da xilana são diretamente transportados para dentro da matriz celular. 

Em seguida, esses oligômeros são degradados pela β-xilosidase intracelular que libera 

resíduos de xilose. Este conceito é apoiado pela ocorrência universal de β-xilosidases 

intracelulares em micro-organismos. A outra possibilidade é que os oligômeros são 

hidrolisados em monômeros durante seu transporte através da membrana celular para dentro 

da matriz celular (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002).  

 A regulação por nitrogênio (repressão catabólica por nitrogênio) é um mecanismo 

para prevenir ou reduzir a capacidade das células de formar enzimas ou permeases para a 

utilização de compostos que não são as fontes preferenciais de glutamato e glutamina quando 

uma fonte preferencial de nitrogênio está disponível. Em ensaios realizados por Kalogeris et 

al., (1998), foi observado que a utilização de fontes de nitrogênio inorgânico, principalmente 

o sulfato de amônia, aumentou significativamente a atividade xilanolítica. Lemos et al.  

(2001) analisaram a influência de diversas fontes de nitrogênio na produção de enzimas 

xilanolíticas por A. awamori cultivado em bagaço de cana-de-açúcar, e obtiveram altas 

atividades para endoxilanases utilizando nitrato de sódio como fonte de nitrogênio e, ainda 

maiores quando utilizando também extrato de levedura. Em estudo realizado por Monti 
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(1989), foi verificado que a adição de 0,8 % de extrato de levedura aumentou 

significativamente a produção de enzimas xilanolíticas pelo fungo H. grisea. Carvalho (2003) 

observou aumento de aproximadamente quatro vezes na produção de endoxilanases quando o 

fungo H. grisea foi cultivado em meio contendo extrato de levedura e sulfato de amônia, 

comparado ao meio sem suplementação.  

 Outros importantes fatores que afetam a produção das endoxilanases são: pH, 

temperatura e aeração. Cada organismo se desenvolve e produz endoxilanases em uma faixa 

de pH ótimo, assim, cultivando o organismo em pH desfavorável, ocorrerá diminuição na taxa 

de crescimento, resultando em queda na produtividade de endoxilanases (HALTRICH et al., 

1996). A temperatura do meio de crescimento é um fator muito importante a ser levado em 

consideração durante o cultivo de fungos, pois cada micro-organismo tem sua faixa de 

temperatura ótima, na qual irá se obter a maior taxa de crescimento e melhor produtividade de 

endo-xilanases (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).  

Para maximizar a produção das enzimas é necessário o estudo dos efeitos das 

condições operacionais tais como temperatura, velocidade de agitação, aeração, e outros 

parâmetros de processo, incluindo crescimento do micro-organismo, oxigênio dissolvido, pH 

e substratos (ALVES et al., 2010; NOR et al., 2001).  

 A atividade xilanolítica geralmente é maior em bolores do que em bactérias 

(GERBER et al., 1997) e o maior número de trabalhos sobre a produção de xilanases é com 

este tipo de micro-organismos. Haapala et al., (1994) relataram que quando o bolor 

Trichoderma reesei foi cultivado, máxima atividade encontrada para endo-xilanase foi de 

3350 U.mL
-1

. Pirota et al., (2015) isolaram bolores da região Amazônica e cultivaram  os 

mesmos em farelo de trigo, no qual Aspergillus orizae apresentou a maior atividade de endo-

xilanase (1076,94 U.g
-1

 em 72h). Medeiros et al., (2003) produziram xilanases com fungos 

isoladas da floresta amazônica.  

A produção de xilanases já foi extensivamente reportada em bactérias 

(BOCCHINI et al., 2002; ; HECK et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2002; TECHAPUN et 

al., 2002 ). Nascimento et al. (2002) isolaram diversas linhagens de Streptomyces sp. 

produtores de xilanases de solos do cerrado brasileiro. Sá-pereira et al. (2002) relataram a 

produção de xilanases em meio submerso por Bacillus subtillis isolados de águas termais em 

Portugal. Archana e Satynarayana (1997) relataram a produção de xilanases em cultivo semi 

sólido por Bacillus licheniformis A99 usando farelo de trigo como substrato.  

De acordo com Techapun et al. (2003), a produção de xilanases em cultivos é 

regida por poucos parâmetros-chaves, além daqueles normalmente envolvidos no processo. 
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Quando o cultivo é conduzido empregando-se substratos heterogêneos, vários fatores 

apresentam efeito combinado no nível de expressão enzimática. Entre eles incluem-se a 

acessibilidade ao substrato, taxa e quantidade de liberação de xilo-oligossacarídeos e sua 

natureza química e a quantidade de xilose liberada, a qual atua como fonte de carbono para o 

micro-organismo e como inibidor da síntese de enzima na maioria dos casos (KULKARNI et 

al., 1999). 

Gokhale et al, (1998) reportaram que as xilanases tendem a ligar-se fortemente 

aos substratos. Nesses casos, uma parte da enzima produzida durante o cultivo é perdida na 

forma de enzima ligada ao substrato insolúvel. Além disso, outras enzimas metabólicas, como 

proteases e transglicosidases, também agem sobre a enzima, diminuindo a produtividade. 

Estas enzimas são normalmente expressas ao final da fase exponencial de crescimento do 

micro-organismo. 

Assim, são encontrados na literatura estudos sobre diferentes variáveis, como 

fonte de carbono, nitrogênio, pH, temperatura, aeração e agitação, consideradas importantes 

na produção das enzimas xilanolíticas. No entanto, observa-se através dos trabalhos realizados 

a carência do uso de leveduras para a produção das enzimas do complexo xilanolítico. 

 

3.5  SELEÇÃO DE MICRO-ORGANISMOS 

 

A seleção de micro-organismos produtores de enzimas do complexo xilanolítico 

constitui uma etapa importante em processos biotecnológicos, nos quais estas enzimas podem 

ser empregadas (POLIZELI et al., 2005). 

O isolamento e seleção de micro-organismos é hoje uma das mais importantes 

atividades da microbiologia industrial, pois possibilita a descoberta de micro-organismos com 

alto potencial para a produção de bens de interesse da indústria química, alimentícia, 

farmacêutica e agrícola. 

O crescente aumento das pesquisas na área da enzimologia tem estimulado a 

descoberta de novos micro-organismos a fim de aumentar a produtividade, a especificidade e 

a estabilidade das enzimas (GEOK et al., 2003). Além disso, há uma crescente necessidade de 

abordagens mais seletivas e menos imediatas do uso dos recursos naturais do planeta, o que 

vem impulsionando o avanço dos processos biotecnológicos (ZANOTTO et al., 2007). 

Micro-organismos produtores de enzimas são encontrados em diversos habitats, 

como em rejeitos de indústrias de processo de óleos vegetais e de laticínios, solos, sementes, 

frutos e alimentos apodrecidos (SHARMA et al., 2001). Os alimentos possuem uma grande 
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população microbiana de onde se podem isolar estes micro-organismos e avaliar a sua 

capacidade para a produção enzimática (KO; WANG; ANN, 2005). 

Existem alguns estudos realizados utilizando leveduras silvestres produtoras de 

enzimas como: Maugeri e Hernalsteens (2007) que selecionaram leveduras obtidas de frutas e 

flores (a partir de florestas tropicais do Brasil), capazes de secretar enzimas extra-celulares 

com atividade frutosiltransferase (FTA). Os procedimentos de triagem e isolamento 

resultaram em quatro cepas de leveduras potencialmente interessantes: Candida sp. (LEB-I3), 

Rhodotorula sp. (LEB-U5.), Cryptococcus sp. (LEB-V2) e Rhodotorula sp. LEB-V10.  

Motta (2008) isolou leveduras silvestres de diversas regiões do Brasil visando a 

produção de xilanases. De 349 micro-organismos analisados foram obtidas 84 cepas 

produtoras, porém somente 37 possuíam índice de relação enzimática maior que 2,5. Destas 9 

cepas obtiveram crescimento satisfatório em meio líquido a 30 ºC e 150 rpm. Dentre estes, os 

micro-organismos AAD5 e AY 10 se destacaram por apresentarem atividade enzimática de  

2 µmol/mL.min. 

 

3.6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A busca por encontrar novos micro-organismos com potencial biotecnológico, 

representada pela etapa inicial de seleção, não se restringe apenas ao isolamento de linhagens 

que possam ser posteriormente melhoradas para otimização da produção, mas também a busca 

de micro-organismos responsáveis por características interessantes industrialmente. 

Estudos da enzima xilanase têm merecido destaque devido ao potencial de 

aplicações nas indústrias em geral e principalmente nas alimentícias. Assim sendo, se torna 

cada vez mais necessária à execução de trabalhos de pesquisa relacionados à maximização da 

produção dessas enzimas por diferentes micro-organismos, principalmente leveduras, uma vez 

que a produção de xilanases por micro-organismos, estende-se à utilização, principalmente, de 

bactérias e bolores, havendo poucos relatos acerca da utilização de leveduras. 
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SCREENING DE LEVEDURAS COM CAPACIDADE DE PRODUZIR XILANASES 

LIVRES DE CELULASES 

 

RESUMO 

Xilanases são enzimas que catalisam a hidrólise das xilanas, e têm sido em grande parte, 

obtidas a partir de bolores e bactérias, sendo que na literatura existem poucos estudos sobre a 

produção destas enzimas por leveduras. O presente estudo teve como objetivo isolar leveduras 

de diferentes fontes, tais como vegetais, grãos de cereais, frutas e resíduos agroindustriais 

com capacidade de produzir enzimas xilanolíticas. As amostras foram enriquecidas em Caldo 

Extrato de Malte e Levedura e isoladas em Agar Nutriente Wallerstein. As leveduras foram 

avaliadas em termos da sua capacidade para degradar xilana através da capacidade das 

mesmas degradarem o polissacarídeo do meio e produzir halos de hidrólise, os quais foram 

visualizados através do uso do corante vermelho congo e lavados com diferentes 

concentrações de soluções salinas. Os micro-organismos selecionados foram crescidos em 

meio complexo líquido e as atividades enzimáticas de endoxilanase, β-xilosidase, 

carboximetilcelulase, celulase total, pH e concentração de biomassa foram avaliados ao longo 

de 96 h de cultivo. Dentre as leveduras estudadas, sete foram selecionadas, e a levedura 18Y 

foi a que apresentou a maior atividade de endo-xilanase (2,7 U.mL
-1

), sendo esta isolada a 

partir de chicória e identificada como Cryptococcus laurentii. Esta levedura apresentou  

capacidade de produzir xilanase com baixos níveis de celulase, um fator que lhe concede 

grande potencial uma vez que esta enzima pode ser usada, além das aplicações em alimentos, 

também para branqueamento industrial e polpa de papel . 

 

 

Palavras-chave: Cryptococcus laurentii, endo-xilanase, xilana.  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Xilana, principal componente do complexo da hemicelulose, é um polissacarídeo 

encontrado na parede celular vegetal, formado por resíduos xilopiranosil unidos por ligações 

glicosídicas do tipo β-1,4-(FIORI, 1997). Um complexo de enzimas é responsável pela 

hidrólise completa da xilana, onde as principais enzimas são endo-1,4-β-xilanase e β-

xilosidase (POLIZELI et al., 2005). As endo-xilanases atacam a cadeia principal liberando 
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xilo-oligossacarídeos enquanto que as β-xilosidase atacam os xilo-oligossacarídeos formados 

originando resíduos de xilose (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). 

Endo-1,4-β-xilanase e β–xilosidases são divididas em duas categorias: uma que 

está associada com polissacaridases (por exemplo, celulases) e a outra que é livre de celulases  

(BIELY, 1985). A primeira é utilizada para a produção de hidrolisados de alimentos e no 

processamento de bebidas (SREENATH et al., 1996), além de serem aplicadas em rações 

animais, a fim de reduzir a viscosidade e melhorar a digestibilidade dos nutrientes (AHMAD 

et al., 2013;  MATHLOUTHI; MOHAMED; LARBIER, 2003; VIANA et al., 2011) e em 

edulcorantes artificiais, tais como xilitol (PARAJÓ et al., 1998) .  As xilanases livres de 

celulases são utilizadas para o branqueamento do papel e de fibras vegetais (DAMIANO; 

SILVA, 2003; SHANGI et al., 2009). 

Estas enzimas podem ser produzidas por bolores, bactérias, leveduras, algas 

marinhas, entre outros, mas a sua principal fonte comercial são bolores  

(POLIZELI et al., 2005). As xilanases obtidas de fungos são geralmente associados com a 

produção de celulases (STEINER et al., 1987), o que pode não ser desejável, dependendo da 

aplicação da enzima. Os sistemas xilanolíticos na grande maioria, são obtidos a partir de 

bolores (ADESINA; ONILUDE, 2013; CASCAIS; SILVEIRA; FERREIRA-FILHO, 2001 

RAO; BHADRA; SHIVAJI, 2002) e bactérias (CHAVEZ et al, 2006; RAJAGOPALAN  

et al., 2013) , na literatura existem poucos estudos sobre a produção desta enzima por 

levedura (KUMAR, 2007; LOPES et al., 2011; MALABADI; RAGHAVENDRA; 

PETRESCU et al., 2000). Até o presente momento, não se tem nenhum conhecimento de 

estudos sobre a produção de celulases hidrolíticas (CMCase e FPase) e β-xilosidase 

associados à produção de xilanases por leveduras apenas para fungos filamentosos (BENASSI 

et al., 2012; GOTTSCHALK et al., 2013; LEMOS; PEREIRA, 2013). 

Com base na importância de isolar cepas de leveduras capazes de produzir  

xilanase a fim de contribuir para o conhecimento da biodiversidade e seus possíveis usos para 

sintetizar produtos de interesse, este estudo teve como objetivo isolar leveduras de alimentos e 

resíduos capazes de produzir xilanase livre de celulases. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS 

 

Para o isolamento das leveduras foram usadas amostras de vegetais, frutas e 

resíduos agroindustriais, onde 2,5 g de cada amostra foi inoculada em 25 mL de Caldo Extrato 

de Malte e Levedura (YM) composto por: 3 g.L
-1

 extrato de malte, 3 g.L
-1

 extrato de levedura, 

5 g.L
-1 

peptona e 10 g.L
-1

 glicose; incubadas a 25 ºC por 72 h a 150 rpm (MAUGERI, 2007) 

para realizar o enriquecimento. 

As culturas foram estriadas em placas de Petri contendo Ágar Nutriente 

Wallerstein (WLN) composto por: 4 g.L
-1 

extrato de levedura; 5 g.L
-1

 caseína;  

50 g.L
-1

 glicose; 550 mg.L
-1

 KH2PO4; 125 mg.L
-1

 KCl; 250 mg.L
-1

 MgSO4·7H2O;  

2.5 mg.L
-1

 FeCl3; 2.5 mg.L
-1

 MnSO4; 22 mg.L
-1

  verde de Bromocresol e; 20 g.L
-1

 ágar. As 

culturas foram incubadas a 25ºC por 72 h.  

As colônias isoladas foram transferidas individualmente e mantidas em Ágar 

GYMP (20 g.L
-1

 glicose; 5 g.L
-1

 extrato de levedura; 10 g.L
-1

 extrato de malte; 2 g.L
-1

 

KH2PO4 e 20 g.L
-1

 ágar) a 4 °C em tubos inclinados (MAUGERI; HERNALSTEENS, 2007). 

 

2.2 SELEÇÃO DAS LEVEDURAS 

 

Para selecionar as leveduras com capacidade de degradar xilana, dois métodos 

foram testados: método 1 (WHITAKER; VORAGEN; WONG, 2002)  o qual usa apenas 

xilana no meio como fonte de carbono (2 g.L
-1

) e ágar (17 g.L
-1

); e o método 2 (LOPES et al., 

2011) que usa um meio contendo 10 g.L
-1 

xilana, 0,6 g.L
-1

extrato de levedura, 7,0 g.L
-1

 

KH2PO4, 2,0 g.L
-1 

K2HPO4, 0,1 g.L
-1

 MgSO4.7H2O, 1,0 g.L
-1

 (NH4)2SO4 e 15 g.L
-1 

ágar. 

 Cada levedura foi transferida do ágar GYMP para os respectivos meios estudados 

através de repique puntual sendo as placas incubadas a 30 °C durante 72 h. Os halos de 

degradação produzidos ao redor das colônias das leveduras foram visualizados através do 

corante Vermelho de Congo, o qual foi lavado com soluções de diferentes concentrações de 

cloreto de sódio. O diâmetro dos halos de degradação e das colônias foram determinados em 

mm e o índice enzimático (IE) foi calculado através da equação 1: 

  

𝐼𝐸 =  
𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑎 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑒

𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎
                                                                            (1) 
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As cepas que apresentaram IE maior que 1,0 foram consideradas como potenciais 

produtoras de xilanases pelo método 1 (WHITAKER; VORAGEN; WONG,  2002), enquanto 

que  pelo método 2 as cepas deveriam apresentar IE maior que 2,5 (LOPES et al., 2011). 

 

2.3 PRODUÇÃO DE XILANASE EM CULTIVO SUBMERSO 

 

 As culturas foram inoculadas para crescimento em meio contendo 10,0 g.L
-1 

de  

xilana de Beechwood, 3,0 g.L
-1

 extrato de levedura, 7,0 g.L
-1

 KH2PO4, 2,0 g.L
-1 

K2HPO4,
 
0,1 

g.L
-1 

MgSO4.7H2O, 1,0 g.L
-1

 (NH4)SO4 e 5,0 g.L
-1 

peptona em pH 6.0.  A esterilização do 

meio foi realizada a 121 °C durante 15 min. O inóculo foi cultivado em frascos erlenmeyer 

(500 mL de capacidade) contendo 150 mL de meio de cultivo durante 24 h a 150 rpm e  

30 °C em agitador orbital (LOPES et al., 2011). 

Os cultivos foram iniciados através de uma suspensão celular (10
8
 células. mL

-1
) 

obtida do inóculo com 24 h, e a esterilização dos meios foi conduzida conforme descrito 

anteriormente.  O cultivo foi realizado nas mesmas condições de temperatura e agitação 

descritas para o inóculo porém durante 96 h. Em intervalos de tempo apropriados, amostras 

dos cultivos foram retiradas para determinação das atividades enzimáticas (endo-xilanase, 

CMCase, FPase e β-xilosidase), concentração celular e pH.  

 

2.4 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

2.4.1 Determinações enzimáticas 

 

A atividade de endo-xilanase foi determinada usando 1% (m/v) de xilana de 

Beechwood como substrato. A reação ocorreu usando 0,9 mL do substrato e 0,1 mL de extrato 

enzimático durante 5 min a 50º C conforme descrito por Bailey et al. (1992). A quantificação 

dos açúcares redutores liberados a partir da xilana foi determinada pelo método do ácido 3,5-

dinitrossalicílico (Miller, 1959) correlacionada com curva padrão de xilose. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar um 

μmol de xilose por minuto nas condições descritas do ensaio. 

 A atividade de β-xilosidase foi determinada através do substrato p-nitrofenil-b-D-

xilopiranosídeo (pNPX) liberando p-nitrofenol. O meio reacional continha 0,8 mL de pNPX 

(0,1% m/v) e 0,2 mL  de extrato enzimático, a reação foi conduzida por 30 min a 50ºC (TAN; 

MAYERS; SADDLER, 1987).  A reação foi interrompida adicionando 2 mL  de carbonato de 
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sódio (10% m/v). O p-nitrofenol liberado pela ação da β-xilosidase foi determinado 

espectrofotometricamente em 410 nm. Uma unidade de atividade enzimática foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para catalisar a liberação de 1 µmol de  

p-nitrofenol por minuto.   

A atividade de celulases foi determinada para Carboximetilcelulase (CMCase) e 

atividade total (FPase). CMCase foi determinada de acordo com metodologia descrita por 

Ghose  (1989) onde o meio reacional é composto por 0,5 mL de substrato  

(solução de 2% de carboximetilcelulase) e 0,5 mL de extrato enzimático, sendo mantidos por  

30 min a 50ºC. A quantificação dos açúcares redutores liberados, foi determinada pelo 

método do ácido 3,5-dinitrossalicílico (Miller, 1959) e correlacionada com curva de glicose.   

A atividade de celulases sob o substrato papel filtro foi conduzida conforme descrito por 

Ghose (1989) onde o meio reacional continha 0,5 mL de extrato enzimático, 1,0 mL de 

tampão citrato de sódio (pH 5,3) e 50 mg de papel filtro Whatman nº1 sendo a reação mantida 

por 60 min a 50ºC. Uma unidade enzimática foi definida como 1 µmol de glicose liberado por  

minuto nas condições dos ensaios. 

Para a determinação de todas as atividades enzimáticas foram conduzidos ensaios 

com brancos para as enzimas (enzima + tampão) e brancos para os substratos (tampão+ 

substrato) sendo estes valores subtraídos das atividades encontradas. Todas as determinações 

de atividades foram realizadas em triplicata. 

 

2.4.2 Determinação de biomassa 

 

A concentração de biomassa foi estimada através da medida de absorvância em 

espectrofotômetro a 620 nm e relacionando as leituras da biomassa, com as respectivas curvas 

de calibração de biomassa seca (RECH et al., 1999). 

 

2.4.3 Determinação de pH 

 

Para determinação do pH foram utilizados os meios de cultivo centrifugados e 

livres de células, os quais foram determinados em pHmetro digital. 
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2.4.4 Determinação dos parâmetros cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos determinados para cada curva de cresciemento foram: 

concentração máxima de biomassa (Xmax, g.L
-1

), velocidade específica de crescimento (µmax, 

1.h
-1

) e produtividade enzimática (P, U.mL
-1

.h
-1

) para cada levedura selecionada, crescida em 

meio líquido. 

A taxa de crescimento máxima específica (µmax) foi calculada segundo Equação 2 

através da regressão exponencial da porção logarítimica da curva de crescimento (BAILEY; 

OLLIS, 1986) enquanto que a produtividade enzimática foi calculada através da Equação 3 

para o máximo de atividade encontrada, de acordo com Schmidell et al. (2001):       

 

                µ =  
1

𝑋
 
𝑑𝑥

𝑑𝑡
                                                                                                         (2) 

             

                                            

              𝑃 =  
𝐴−𝐴0

𝑡− 𝑡0
                                                                                                        (3) 

 

Onde µ é a taxa de crescimento específico (h
−1

) e X  é a concentração de biomassa 

(g.L
−1

), Ao é a produção enzimática inicial, A é a atividade de endo-xilanase no tempo de 

retirada da amostra, t é o tempo de cultivo em que a atividade máxima da enzima ocorre e t0 é 

o tempo inicial do cultivo . 

 

2.5 IDENTIFICAÇÃO DA LEVEDURA 

 

 Apenas a levedura que produziu maior atividade de endo-xilanase foi 

identificada. A identificação foi baseada no sequenciamento dos domínios D1/D2 da grande 

subunidade do gene de rRNA. Os domínios D1/D2 foram amplificados por PCR, diretamente 

a partir de células inteiras, como descrito por Lachance et al., (1999). A sequenciação do 

DNA foi efetuada em analisador ABI 3130 automatizado de acordo com as instruções do 

fabricante. As sequências foram montadas, editadas e alinhadas usando o programa MEGA6  

(Tamura et al. , 2013). As sequências obtidas foram comparadas com aquelas incluídas na 

base de dados GenBank utilizando “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST at http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov). A identificação foi realizada no Laboratório de Taxonomia da 

Universidade Federal de Minas Gerais.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados foram avaliados estatisticamente através de análise de Variância e 

teste de Tukey a um nível de 95% de confiança (p < 0,05), usando o programa Statistica 5.0. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Cento e dezenove cepas de leveduras foram isoladas a partir de diferentes tipos de 

amostras, a fim de obter micro-organismos capazes de produzir enzimas xilanolíticas. Essas 

cepas, que foram capazes de degradar xilana presente no meio e preencheram os critérios de 

ambos os métodos, foram selecionadas. Os resultados foram expressos por halos de hidrólise 

e reveladas pela adição de corante vermelho do Congo (Apêndice 1). 

Entre as cepas testadas, vinte e três foram capazes de hidrolisar xilana  

(Apêndice 2), mas uma vez que tinha sido estabelecido que os micro-organismos deviam 

respeitar os resultados indicados por ambos os métodos, apenas sete foram selecionadas. Os 

resultados obtidos nos testes estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1- Relação halos de degradação enzimática obtidos através de leveduras isoladas 

 

Cepa Amostra Relação halos 

( >1,0 ) 

Método 1 

Relação halos  

(>2,5) 

Método 2 

13Y Tomate 6,0 4,0 

18Y Chicória 3,0 3,0 

19Y Chicória 2,3 2,5 

34Y Tomate 3,0 3,5 

40Y Sabugo de milho 2,0 2,7 

53Y Tomate 2,5 3,0 

60Y Chicória 4,0 2,5 

 

Neste estudo, 6 % dos micro-organismos mostraram resultados positivos frente à 

produção de xilanase em ambos os métodos avaliados. Os resultados foram considerados 

promissores, uma vez que eles são semelhantes aos descritos por Rao et al. (2008) e Lopes  

et al. (2011). 



58 

O índice enzimático é um parâmetro semi quantitativo utilizado para avaliar a 

capacidade de micro-organismos produzirem enzimas em meio sólido, tem sido utilizado por 

muitos autores (ADESINA; ONILUDE, 2013; FLORENCIO; COURI; FARINAS, 2012; 

NAGAR, 2012; RIBEIRO et al., 2014; SAMANTA et al., 2011; 

TALLAPRAGADA;VENKATESH, 2011), que consideraram um método eficiente de 

triagem. 

A próxima etapa de seleção foi realizada para verificar a capacidade das leveduras 

de produzirem a enzima xilanolitica em cultivos submeros. Foi realizado o acompanhamento 

da atividade da enzima endo-xilanase para as sete leveduras em estudo (Figura 1a) na qual  

destacou-se a 18Y que apresentou a maior atividade xilanolítica (2,7 U.mL
-1

), seguida pela  

34Y (2,1 U.mL
-1

), após 36 h de cultivo.  A levedura 19Y apresentou a menor capacidade  

(0,5 U.mL 
- 1

) de produzir endo- xilanase quando cultivada no meio à base de xilana. Esta 

levedura, porém foi a que apresentou o pico de atividade no menor tempo (12 h), seguido da 

levedura 13Y, que necessitou de 24 h para atingir o seu máximo de atividade enzimática. A 

levedura 40Y precisou de mais tempo (48 h) para atingir o seu máximo em comparação com 

as outras leveduras em estudo, as quais tinham seu máximo de produção em até 36 h de 

cultivo, mas em seguida houve uma diminuição significativa em sua atividade após 48 h de 

cultivo. A única exceção foi à levedura 60Y, uma vez que não apresentou diminuição 

significativa na sua atividade.  

β-xilosidases catalisam a liberação de unidades de xilose a partir de xilo-

oligossacarídeos derivados da degradação da xilana; assim, a sua presença pode ser 

insatisfatória quando o objetivo é a obtenção de xilo-oligossacarideos (SUBRAMANIYAN; 

PREMA, 2000). Portanto, os baixos níveis de β-xilosidases produzidos pela levedura 18Y 

(0,003 U.mL
-1

) e levedura 34Y (0,0006 U.mL 
- 1

) podem ser considerado um fator positivo . 

Baixas atividades, semelhantes às encontradas neste estudo (Figura 1b), também foram 

relatadas na literatura por Biely (1980) e Bastawde, Puntambekar, Gohkale (1994), que 

obtiveram valores inferiores a 0,1 U.mL
-1

 para β-xilosidase quando foram realizados cultivos 

com leveduras , como por exemplo , Cryptococcus e NCIM 3574 (isolados a partir de madeira 

em decomposição). No entanto, quando os cultivos foram conduzidos com bolores, os níveis 

de β-xilosidase tendem a ser mais elevados, conforme relatado por Lemos (2000). Este autor 

descreveu a produção de β-xilosidase, cuja atividade foi de 1,3 U.mL
-1

, quando o Aspergillus 

awamori foi cultivado em meio contendo bagaço de cana-de- açúcar.  
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Figura 1: Atividades de endo-xilanase (a), β-xilosidase (b), CMCase (c) e FPase (d), obtidas 

por leveduras isoladas e cultivadas em meio complexo, contendo xilana como fonte de 

carbono, onde: (■)13Y; (●)18Y; (▲)19Y; (□)34Y; (Δ) 40Y; (ο) 53Y e (×)60Y. 
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Benassi et al. (2012) isolaram a partir de cana de açúcar em decomposição o 

fungo Aspergillus phoenicis o qual foi cultivado  usando flocos de milho como substrato 

indutor obtendo uma atividade de β-xilosidase de 0,36 U.mL
-1

 e quando utilizada farinha de 

mandioca a atividade foi de 0,66.mL
-1

. 

A produção de celulases (CMCase e FPase ) foi extremamente baixa, já que todas 

as atividades das leveduras foi menor do que 0,11 U.mL 
-1

. Portanto, as xilanases produzidas 

pelas leveduras em estudo podem ser aplicadas nas indústrias têxteis (degomagem de fibras 

naturais), celulose e indústrias de papel. Os valores de celulase encontrados neste estudo  

(Figuras 1c e 1d) estão de acordo com os resultados de xilanase livre de celulase  

( 0,02 U.mL
- 1

 para CMCase e FPase ) de Thermomyces lanuginosus relatado na literatura por 

Mendoza (2006). Boddireddy e Charya (2011) obteve xilanase livre de celulase a partir de 

diferentes espécies de fungos isolados cujas medidas de atividade de CMCase apresentaram 

valores de 0,1 a 0,6 U.mL
- 1

  quando foram produzidas em cultivos submersos. Alves-Prado 

(2010) cultivou uma cepa de Lysinibacillus sp. P5B1 em cultivos submersos contendo xilana 

para produzir endo-xilanase e relatou atividade para CMCase  de 0,58 U.mL
-1

. 

O pH dos meios variaram de 6,0 a 7,2 (Figura 2a) durante o cultivo das leveduras 

visando a produção de xilanase . A única exceção foi a levedura 60Y a qual seu pH inicial era 

de 6,2 , mas atingiu 7,6 após 96 h . As leveduras 18Y e 34Y atingiram produção máxima da 

enzima dentro das primeiras 36 h de cultivo em pH 7,1 e 6,7  respectivamente. Lopes et al. 

(2011) produziram xilanase em meio com xilana a partir de leveduras ambientais isoladas. Os 

autores observaram que as leveduras LEB-AY 10 e LEB-AAD5 alcançaram suas atividades 

enzimáticas máximas quando o pH foi cerca de 6,5 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

Figura 2: pH (a) e biomassa (b)  de leveduras isoladas e cultivadas em meio contendo xilana 

como fonte de carbono, onde: (■)13Y; (●)18Y; (▲)19Y;(□) 34Y; (Δ) 40Y; (ο) 53Y e (×) 

60Y. 
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Em relação à produção de biomassa (Figura 2b), a levedura 34Y foi a que mais se 

destacou em termos de crescimento celular, uma vez que atingiu 12,27 g.L
-1

. A levedura 18Y 

apresentou o seu pico máximo de atividade de endo-xilanase (2,7 U.mL
-1

), coincidindo com o 

máximo da produção de biomassa (5,75 g.L
- 1

), que ocorreu após 36 h de cultivo.  

O Xmax encontrado para as leveduras em estudo (Tabela 2) variaram entre  

2,54 g.L
-1

 (levedura 53Y) e 12,27 g.L
-1

 (levedura 34Y), enquanto que aprodutuvidade variou 

em uma faixa de 0,015 U.mL
-1

.h
-1

 (levedura 53Y) a 0,07 U.mL
-1

.h
-1

 (levedura 18Y). A 
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velocidade específica de crescimento máxima foi de 0,23 h
-1

 obtida pela levedura 53Y 

enquanto que a levedura 34Y foi a mais baixa, com valores de 0,05 h
-1

. 

 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos para leveduras isoladas ± desvio padrão. 

 

Levedura Xmax  (g.L
-1

) µmax (h
-1

) Produtividade 

(U.mL
-1

.h
-1

) 

13Y 9,82 ± 0,180 0,13 ± 0,002 0,05 ± 0,002 

18Y 5,75 ± 0,001 0,13 ± 0,001 0,07 ± 0,002 

34Y 12,27 ± 0,001 0,05 ± 0,001 0,05 ± 0,001 

40Y 5,08 ± 0,001 0,11 ± 0,001 0,01 ± 0,001 

53Y 2,54 ± 0,001 0,23 ± 0,007 0,05 ± 0,001 

60Y 4,68 ± 0,005 0,13 ± 0,001 0,05 ± 0,001 

19Y 2,88 ± 0,001 0,16 ± 0,001 0,03 ± 0,001 

 

A levedura 18Y, que apresentou a maior atividade de endo-xilanase, foi 

submetida a sequenciamento do genoma pela região D1/D2 do gene RNA ribossomal. A 

sequência parcial 16S rDNA de ISO II foi comparada com as sequências de 16S rDNA de 

organismos disponíveis no GenBank ( www.ncbi.nlm.nih.gov ). A análise filogenética da 

seqüência parcial 16S rDNA da presente levedura mostrou que a maior similaridade foi com 

Cryptococcus laurentti (Figura 3). 

Lopes et al. (2011) isolou duas cepas produtoras de endo-xilanase, as quais foram 

identificadas como Cryptococcus, sendo encontradas atividades de 0,67 U.mL
-1

 e  

0,73 U.mL
-1

. Morais et al. (2013) isolou leveduras a partir de madeiras em decomposição e 

testou as mesmas frente a capacidade de fermentar xilose e produzir endo-xilanase; as 

principais leveduras encontradas foram Cryptococcus laurentti, Cr. humicola, Cr. flavences, 

and Cr. podzolicus. Lara et al. (2014) isolou C. laurentti UFMG-HB-48 e alcançou uma 

atividade de endo-xilanase de cerca de 1.3 U.mL
-1

. 
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Figura 3: Dendograma de identificação da levedura Cryptococcus laurentti (18Y) usando 

sequenciamento genético. 

 

 

 

Além disso, a atividade enzimática obtida neste estudo é relevante em comparação 

com outros estudos encontrados na literatura, não só por causa da xilanase produzida a partir 

de levedura, mas também porque a atividade desta enzima pode ainda ser aumentada, uma vez 

que os meios de cultivo não estão otimizados. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo mostraram que as amostras foram fontes adequadas 

para o isolamento de leveduras capazes de produzir enzimas com capacidade de degradação 

de xilana. Dentre as 119 cepas de leveduras isoladas, a levedura 18Y (isolada a partir de 

chicória) apresentou a maior produção de endo-xilanase (2,7 U.mL
- 1

) a qual foi identificada 

como Cryptococcus laurentii. Esta levedura apresentou a capacidade de produzir endo-

xilanase livre de celulases (CMCase e FPase ) e baixos níveis de β-xilosidade, fato este  que 

torna atraente esta enzima para as indústrias de alimentos , têxteis, de papel e fabricantes de 

rações animais. Além disso, podem ser utilizadas na agricultura e na saúde humana, tais como 

a produção de xilo-oligossacarídeos para fins farmacêuticos e padrões cromatográficos. 
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MAXIMIZAÇÃO DE ENDO-XILANASE PRODUZIDA POR Cryptococcus laurentii 

ISOLADO 

 

RESUMO 

 A produção de endo-xilanase de Cryptococcus laurentti em cultivos sumersos foi avaliada 

fazendo uso da ferramenta planejamento experimental. Primeiramente foi realizado um 

planejamento fracionário 2
6-2

 para verificar os efeitos do pH inicial e as concentrações de 

xilana, peptona, (NH4)2SO4, extrato de levedura e KH2PO4 sobre a atividade enzimática. Após 

selecionar as variáveis xilana, peptona, pH e extrato de levedura foi realizado um 

delineamento composto central rotacional (2
4 

com pontos centrais e axiais) totalizando 28 

ensaios e tendo como resposta a atividade de endo-xilanase. Todos os cultivos foram 

mantidos a 30 °C, 150 rpm durante 96 h onde alíquotas para determinação de atividade, pH e 

biomassa foram retiradas. Foi verificada também a influência da agitação dos cultivos 

avaliando três agitações diferentes: 150, 175 e 200 rpm. A produção inicial máxima de endo-

xilanase da levedura Cryptococcus laurentii foi de 2,7 U.mL
-1

, a qual, após o estudo dos 

componentes e pH do meio de cultivo, teve um incremento de 170%, onde a atividade 

máxima foi de 6,9 U.mL
-1

 usando 10,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, 10,0 g.L
-1 

de peptona, 

10,0 g.L
-1

 de xilana, 1,0 g.L
-1

  de (NH4)2SO4  em pH 6,5 e agitação de 150 rpm. Assim, 

aumentando a velocidade de agitação para 175 rpm, a atividade enzimática produzida foi de 

7,3 U.mL
-1

. Dessa forma foi possível aumentar significativamente a atividade de endo-

xilanase produzida pele levedura isolada.  

 

Palavras-chave: planejamento experimental, levedura, atividade enzimática 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Endo-xilanases (EC 3.2.1.8) são importantes enzimas extracelulares que catalisam 

a hidrólise das ligações β-1,4 na cadeia de xilana resultando em produtos constituídos de 

monômeros de D-xilose e xilo-oligossacarídeos de diferentes tamanhos (HECK, 2006; 

JÃNIS, 2007). 

 As xilanases têm atraído muita atenção por causa de seu potencial biotecnológico 

nos diversos processos industriais, tais como, na indústria de alimentos, em rações animais, na 

indústria têxtil e na indústria de papel e celulose para o branqueamento, além disso as 
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xilanases em sinergismo com outras enzimas podem ser utilizadas para a geração de 

combustíveis biológicos, tais como etanol e de xilitol a partir de biomassa lignocelulósica 

(BEG et al., 2001; CORMANA ET AL, 2005). 

As xilanases desempenham um papel fundamental na hidrólise da xilana porém a 

hidrólise completa necessita de um consórcio de enzimas (COLLINS et al., 2005). As 

enzimas que degradam a xilana são endo-xilanases que atacam a cadeia principal da xilana e 

β-xilosidases que hidrolisam xilo-oligossacarídeos em D-xilose (KIM et al., 2000). 

A produção de xilanases têm sido amplamente relatada na literatura utilizando 

bactérias, fungos e ascomicetos (QIE et al, 2010;. SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997). Porém a 

maior parte dos estudos tem sido focados na produção através de bolores (ADESINA, 2013; 

CASCAIS et al., 2001; RAO et al., 2002) e bactérias (CHAVEZ et al, 2006; 

RAJAGOPALAN et al., 2013), sendo relativamente escassa a informação que se tem sobre o 

uso de leveduras para a produção de xilanase (LAITILA, 2006; LARA, 2014; LOPES et al., 

2011).  

As leveduras, apesar de produzirem xilanase em níveis menores do que bactérias e 

bolores apresentam vantagens que as tornam atrativas para tal função como: produção 

extracelular da enzima, apresentam capacidade de assimilar grande variedade de substratos, 

alta velocidade de crescimento, facilidade de separar suas células da biomassa, além de 

poucas serem as espécies que apresentam atividade xilanolítica acoplada a celulolítica quando 

comparadas a bolores podendo assim ser aplicadas no branqueamento de papel  (AMORIM, 

2005). 

Os principais gêneros relatados na literatura para a produção de xilanase são: 

Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Pichia e Trichosporon (BHADRA et al., 2008; 

CARVALHO et al., 2013; PARACHIN et al., 2009) 

A influência de vários fatores na produção de xilanases vem sendo investigada 

com o intuito de determinar estratégias para maximizar a produção enzimática. A escolha do 

substrato indutor da enzima, o micro-organismo utilizado, o efeito da composição do meio, da 

temperatura e do pH, bem como a influência dos sistemas de aeração são as principais 

variáveis que influenciam a produção de xilanase (CAI, 2004; HALTRICH et al., 1996; 

LEMOS, 2001; SENTHILKUMAR, 2005; SUBRAMANIAN; PREMA, 1998;).  Assim 

sendo, o objetivo deste estudo foi maximizar a atividade em função da agitação e da 

composição do meio de cultivo para produção de xilanase em cultivo submerso usando a 

levedura Cryptococcus laurentii. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MICRO-ORGANISMO 

 

Cryptococcus laurentii usado no presente trabalho foi isolado de chicória e 

selecionado como produtor potencial de xilanase (OTERO et al., 2015). A levedura foi 

mantida a 4 °C em ágar GYMP (2,0% glicose, 0,5 extrato de levedura, 1,0% extrato de malte 

e 0,2% Na2PO4). 

 

2.2 PRODUÇÃO DE XILANASE  

 

Para a obtenção do inoculo a levedura foi crescida em meio contendo 10,0 g.L
-1 

de  

xilana de Beechwood; 3,0 g.L
-1

 extrato de levedura; 7,0 g.L
-1

 KH2PO4; 2,0 g.L
-1 

K2HPO4;
  

0,1 g.L
-1 

MgSO4.7H2O; 1,0 g.L
-1

 (NH4)SO4 e 5,0 g.L
-1 

peptona em pH 6.0 e o meio 

esterilizado  a 121 °C durante 15 min. O inóculo foi cultivado em erlenmeyers aletados (500 

mL de capacidade) contendo 150 mL de meio de cultivo durante 24 h a 150 rpm e 30 °C em 

agitador orbital (LOPES et al., 2011). 

Os cultivos para obtenção da endo-xilanase, foram iniciados através de uma 

suspensão celular (10
8
 celulas. mL

-1
) obtidas do inóculo com 24 h, e a esterilização dos meios 

foi conduzida conforme descrito anteriormente.  O cultivo foi realizado nas mesmas 

condições de temperatura e agitação descritas para o inóculo porém durante 96 h. Em 

intervalos de tempo apropriados, amostras do cultivo foram retiradas para determinação das 

atividades enzimáticas (endo-xilanase, CMCase, FPase e β-xilosidase), concentração celular e 

pH.  

 

2.3 ESTUDO DOS CULTIVOS 

 

   Buscando a maximização da atividade de endo-xilanase, dois planejamentos 

experimentais foram realizados, sendo primeiramente avaliados os efeitos iniciais do pH e das 

concentrações de xilana, peptona, sulfato de amônio, extrato de levedura e fosfato de potássio 

monobásico estudados em um planejamento fracionário 2
6-2

 com 4 pontos centrais, 

totalizando 20 ensaios (Tabela 1).  

 Para cada ensaio, a resposta do planejamento experimental (variável 

dependente) foi a atividade de endo xilanse máxima. Uma estimativa do efeito principal 
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obtido pelas diferenças avaliadas no planejamento realizado foi obtida pela mudança do nível 

mais baixo (-1) para o nível mais alto (+1) da variável correspondente. 

 Os valores reais e codificados usados nos planejamentos fracionário (2
6-2

) e 

completo (DCCR 2
4
) são apresentados na tabela 1.  

Posteriormente um delineamento composto central rotacional (DCCR 2
4
)
 
foi 

conduzido usando pontos centrais e axiais e quatro variáveis selecionadas a partir do 

planejamento fracionário considerando a atividade de endo-xilanase máxima como resposta. 

A concentração de MgSO4.7H2O foi fixada em 0,1 g/L para todos os ensaios, bem como a 

temperatura de 30ºC e agitação de 150 rpm. Os limites das faixas estudadas foram baseados 

nos resultados apresentados na literatura. 

 

Tabela 1 - Valores reais e codificados para os níveis usados nos planejamentos fracionário e 

DCCR 

 

 

Planejamento 

Nível Xilana Extrato de  

Levedura 

Peptona (NH4)2SO4 KH2PO4 pH  

inicial 

g.L
-1

 g.L
-1

 g.L
-1

 g.L
-1

 g.L
-1

  

Fracionário -1 5,0 1,0 1,0 1,0 0 5,0 

0 12,5 3,0 3,5 3,0 3,5 6,0 

+1 20,0 5,0 6,0 5,0 7,0 7,0 

DCCR (2
4
) -2 10,0 5,0 5,0 - - 5,5 

-1 17,5 7,5 7,5 - - 6,0 

0 25,0 10,0 10,0 - - 6,5 

+1 32,5 12,5 12,5 - - 7,0 

+2 40,0 15, 0 15,0 - - 7,5 

 

2.4  AVALIAÇÃO DA VELOCIDADE DE ROTAÇÃO SOBRE A PRODUÇÃO 

ENZIMÁTICA 

 

Com o objetivo de avaliar o efeito da velocidade de agitação (150, 175 e 200 rpm) 

do meio de cultivo frente a atividade de endo-xilanases produzidas por Cryptococcus laurentii 

foram realizados cultivos submersos, os quais foram mantidos a 30ºC durante 48 h e alíquotas 

foram coletadas em 0, 24, 36 e 48 h de cultivo para realizar as determinações das atividades 

enzimáticas, sendo os cultivos realizados em triplicata. 
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2.5 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

2.5.1 Atividade enzimática 

 

Atividade de endo-xilanase foi determinada conforme descrito por Bailey et al., 

(1992) usando como substrato a xilana de Beechwood 1%. Açúcares redutores foram 

determinados usando método DNS (MILLER, 1959) correlacionados com curva padrão de 

xilose. Uma unidade de atividade enzimática é definida como a quantidade de enzima 

necessária para liberar um μmol de xilose por mL por minuto sob as condições descritas. 

 

2.5.2 Determinação de biomassa 

A concentração de biomassa foi estimada através da medida de absorvância em 

espectrofotômetro a 620 nm e relacionando as leituras da biomassa, com as respectivas curvas 

de calibração de biomassa seca (RECH et al., 1999). 

 

2.5.3 Determinação de pH 

 Para determinação do pH foram utilizados os meios de cultivo centrifugados e 

livres de células, os quais foram determinados em pHmetro digital. 

 

2.5.4 Determinação da produtividade máxima 

A produtividade enzimática máxima (P, U.mL
-1

.h
-1

) foi calculada em termos de 

atividade de endo-xilanase nas condições do melhor ensaio, através da equação 1:  

                                            

𝑃 =  
𝐴−𝐴0

𝑡− 𝑡0
                                                                                                                            (1)  

 

Onde Ao é a atividade enzimática inicial, A é a atividade máxima de endo-xilanase 

no tempo de retirada da amostra, t é o tempo de cultivo em que a atividade máxima da enzima 

ocorre e t0 é o tempo inicial do cultivo. 

 

2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

A análise de variância (ANOVA) foi usada para avaliar os resultados das 

atividades enzimáticas nos ensaios realizados (nível de 90% confiança p<0,1 para o 
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planejamento fracionário e nível de 95% de confiança p<0,05 para DCCR). Os resultados 

foram tratados por análise de variância seguida pelo teste de Tukey, considerando um nível de 

confiança de 95 % (p<0,05), utilizando o software Statistica 5.0 onde os ensaios e medidas 

analíticas foram realizados em triplicata. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Visando maximizar a atividade de endo-xilanase produzida pela levedura  

Cryptococcus laurentti  um planejamento fatorial fracionário (2
6-2

) foi realizado onde foi 

possível observar que as atividades enzimáticas máximas alcançadas variaram entre 0,8 e  

5,40 U.mL
-1

, de acordo com as diferentes condições e composições dos meios cultivo  

(Tabela 2).  

A máxima atividade enzimática (5,40 U.mL
-1

) foi observada no ensaio 8 o qual 

era composto por:  6 g.L
-1

 de peptona; 20 g.L
-1

 de xilana; 0 g.L
-1

 fosfato monobásico de 

potássio e 5 g.L
-1

 de (NH4)2SO4 em pH 7,0. Essa máxima atividade foi atingida em pH de 8,2 

em 48 h de cultivo e apresentando um crescimento celular de 5,0 g.L
-1

. 

Segundo Li et al. (2007) otimizações/maximizações na produção enzimática 

podem ser conseguidas através de planejamentos fatoriais de certas  variáveis importantes 

como fonte de nitrogênio, carbono, temperatura de cultivo, pH, dentre outros fatores os quais 

podem induzir ou reprimir a atividade catabólica, sendo assim de extrema importância a 

avaliação de cada componente utilizados nos cultivos (LENARTOVICZ et al. ; 2003). 
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Tabela 2 - Valores reais e codificados bem como valores experimentais para as atividades 

enzimática obtida no planejamento fracionário 2 
6-2

. 

 

Ensaio pH 
Peptona 

(g.L
-1

) 

Xilana 

(g.L
-1

) 

KH2PO4 

(g.L
-1

) 

(NH4)2SO4 

(g.L
-1

) 

Extrato 

de 

levedura 

(g.L
-1

) 

Máxima 

atividade 

(U.mL
-1

) 

1 -1 (5,0) -1 (1,0) -1 (5,0) -1 (0) -1 (1,0) -1 (1,0) 1,3 

2 1 (7,0) -1 (1,0) -1 (5,0) -1 (0) 1 (5,0) -1 (1,0) 1,5 

3 -1 (5,0) 1 (6,0) -1 (5,0) -1 (0) -1 (1,0) 1 (5,0) 2,8 

4 1 (7,0) 1 (6,0) -1 (5,0) -1 (0) 1 (5,0) 1 (5,0) 4,0 

5 -1 (5,0) -1 (1,0) 1 (20,0) -1 (0) -1 (1,0) 1 (5,0) 2,9 

6 1 (7,0) -1 (1,0) 1 (20,0) -1 (0) 1 (5,0) 1 (5,0) 3,9 

7 -1 (5,0) 1 (6,0) 1 (20,0) -1 (0) -1 (1,0) -1 (1,0) 4,7 

8 1 (7,0) 1 (6,0) 1 (20,0) -1 (0) 1 (5,0) -1 (1,0) 5,4 

9 -1 (5,0) -1 (1,0) -1 (5,0) 1 (7) -1 (1,0) 1 (5,0) 1,7 

10 1 (7,0) -1 (1,0) -1 (5,0) 1 (7) 1 (5,0) 1 (5,0) 2,0 

11 -1 (5,0) 1 (6,0) -1 (5,0) 1 (7) -1 (1,0) -1 (1,0) 0,8 

12 1 (7,0) 1 (6,0) -1 (5,0) 1 (7) 1 (5,0) -1 (1,0) 1,0 

13 -1 (5,0) -1 (1,0) 1 (20,0) 1 (7) -1 (1,0) -1 (1,0) 1,5 

14 1 (7,0) -1 (1,0) 1 (20,0) 1 (7) 1 (5,0) -1 (1,0) 1,7 

15 -1 (5,0) 1 (6,0) 1 (20,0) 1 (7) -1 (1,0) 1 (5,0) 1,8 

16 1 (7,0) 1 (6,0) 1 (20,0) 1 (7) 1 (5,0) 1 (5,0) 3,4 

17 0 (6,0) 0 (3,5) 0 (12,5) 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 2,8 

18 0 (6,0) 0 (3,5) 0 (12,5) 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 2,6 

19 0 (6,0) 0 (3,5) 0 (12,5) 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 2,6 

20 0 (6,0) 0 (3,5) 0 (12,5) 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 2,6 

 

Como pode ser visto na Figura 1, o pH inicial e as concentrações de xilana, 

peptona, extrato de levedura, e KH2PO4 foram estatisticamente significativas enquanto que a 

concentração de (NH4)2SO4,foi a única variável que não apresentou efeito significativo sobre 

a atividade enzimática máxima a 95 % de confiança. 
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Figura 1: Efeitos dos componentes do meio de cultivo sob a atividade de endo-xilanase 

no planejamento experimental fracionário. 

* Componentes estatisticamente significativos 

 

 

 

Mudanças nas variáveis pH , xilana , peptona e extrato de levedura do nível -1 a 

+1 nível levaram a um aumento, estatisticamente significativos na atividade de endo-xilanase 

enquanto que a variação na concentração de KH2PO4 a partir do nível -1 a +1 nível  levaram à 

diminuição da atividade enzimática (- 1,51 U.mL
-1

) . A produção de endo-xilanase foi afetada 

de modo significativo pela concentração de xilana (efeito positivo em média de 1,57 U.mL
-1

), 

seguido pela concentração de peptona, extrato de levedura e pH. 

A partir destes resultados, o pH inicial, assim como as concentrações de xilana , 

extrato de levedura e peptona foram selecionados para serem estudados no DCCR. A 

concentração de KH2PO4 foi fixada em zero (nível -1), uma vez que a remoção deste 

componente levou a um aumento da atividade de endo-xilanase. Lopes (2011), em estudos 

visando a otimização enzimática de endo-xilanase produzida por uma levedura isolada, 

verificou que na concentração de  1g.L 
- 1

 de (NH4) 2SO4 os resultados de atividade enzimática 

foram melhores. Com base nos resultados obtidos, a concentração de (NH4)2SO4 foi fixada em 

1g.L
-1

 (nível -1) pois seu efeito não foi significativo porém considerado importante para a 

produção enzimática em outro estudo de obtenção de xilanase por Cryptococcus. 

No delineamento composto central rotacional (Tabela 3), a atividade da enzima 

variou entre 0,8 e 6,9 U.mL
-1

 sendo o ensaio 17,  o qual apresentava um  meio composto por: 

10 g.L
- 1 

de xilana ( nível -2) , 10 g.L
- 1

 de extrato de levedura  ( nível  0),  10 g.L
- 1 

de peptona  
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(nível  0) e o pH  de 6,5 (nível 0 ) o que proporcionou  a maior  atividade para endo-xilanase  

(6,9 U.mL
- 1

) atingida após 48 h de cultivo em pH 8,9 . A Tabela 3 mostra os resultados 

obtidos para a atividade enzimática no DCCR com quatro variáveis estudadas: concentrações 

iniciais de xilana , extrato de levedura,  peptona e pH . 

Todos os ensaios realizados no DCCR apresentaram baixas atividades 

enzimáticas, com exceção do ensaio 17 o qual apresentou uma máxima atividade de  

6,9 U.mL
-1

, sendo esta atividade duas vezes maior que a atividade inicial da enzima  

(2,7 U.mL
- 1

). Essa atividade foi alcançada a partir do cultivo da levedura isolada por Otero  

et al., (2015). 

 Uma vez que apenas o ensaio 17 se destacou quanto a atividade de endo xilanase, 

novos cultivos foram realizados utilizando as mesmas condições visando confirmar a 

atividade alcançada. Esses cultivos foram realizados em triplicada e novamente a atividade 

encontrada foi superior as demais, e por esse motivo foi possível validar os resultados do 

ensaio contendo uma concentração de 10 g.L
- 1 

de xilana, extrato de levedura e peptona. 

Os resultados do DCCR 2
4 

 foram avaliados quanto aos efeitos, coeficiente de 

regressão e ANOVA onde os resultados estão apresentados no Apêndice 3. 
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Tabela 3 - Valores reais, codificados e experimentais do DCCR (2
4
) para produção de endo-

xilanase 

 

Ensaio Xilana 

(g.L
-1

) 

Peptona 

(g.L
-1

) 

 

Extrato de 

levedura 

(g.L
-1

) 

pH 

 

Máxima 

atividade 

(U.mL
-1

) 

1 -1 (17,5) -1 (7,5) -1 (7,5) -1 (6) 1,6 

2 +1 (32,5) -1 (7,5) -1 (7,5) -1 (6) 1,0 

3 -1 (17,5) +1 (12,5) -1 (7,5) -1 (6) 1,1 

4 +1 (32,5) +1 (12,5) -1 (7,5) -1 (6) 1,7 

5 -1 (17,5) -1 (7,5) +1 (12,5) -1 (6) 1,2 

6 +1 (32,5) -1 (7,5) +1 (12,5) -1 (6) 1,3 

7 -1 (17,5) +1 (12,5) +1 (12,5) -1 (6) 1,4 

8 +1 (32,5) +1 (12,5) +1 (12,5) -1 (6) 1,5 

9 -1 (17,5) -1 (7,5) -1 (7,5) +1 (7) 1,6 

10 +1 (32,5) -1 (7,5) -1 (7,5) +1 (7) 1,4 

11 -1 (17,5) +1 (12,5) -1 (7,5) +1 (7) 1,1 

12 +1 (32,5) +1 (12,5) -1 (7,5) +1 (7) 1,5 

13 -1 (17,5) -1 (7,5) +1 (12,5) +1 (7) 1,2 

14 +1 (32,5) -1 (7,5) +1 (12,5) +1 (7) 1,5 

15 -1 (17,5) +1 (12,5) +1 (12,5) +1 (7) 0,8 

16 +1 (32,5) +1 (12,5) +1 (12,5) +1 (7) 1,1 

17 -2 (10) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 6,9 

18 2 (40) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 1,5 

19 0 (25) -2 (5) 0 (10) 0 (6,5) 1,4 

20 0 (25) 2 (15) 0 (10) 0 (6,5) 1,9 

21 0 (25) 0 (10) -2 (5) 0 (6,5) 1,3 

22 0 (25) 0 (10) 2 (15) 0 (6,5) 1,3 

23 0 (25) 0 (10) 0 (10) -2 (5,5) 1,3 

24 0 (25) 0 (10) 0 (10) 2 (7,5) 1,3 

25 0 (25) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 1,2 

26 0 (25) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 1,4 

27 0 (25) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 1,2 

28 0 (25) 0 (10) 0 (10) 0 (6,5) 1,1 
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A maioria das endo-xilanases produzidas por bactérias e fungos, parecem ser 

enzimas induzidas. Em geral, o mecanismo que regula a indução das xilanases é complexo e a 

resposta, em termos de produção enzimática, frente a um indutor, varia para cada micro-

organismo, pois um indutor que leva a máxima atividade em uma espécie pode ser o inibidor 

da atividade em outra (KULKARNI et al., 1999). Biely (1995) propôs um mecanismo de 

indução de xilanase para a levedura Cryptococcus albidus no qual uma pequena quantidade de 

xilanase constitutiva, suficiente apenas para a indução do sistema, é produzida e excretada no 

meio, hidrolisando a xilana em compostos de peso molecular menor, capazes, então, de entrar 

na célula e induzir a produção de xilanase. Xilose e glicose, provenientes da ação da enzima 

sobre estes xilo-oligômeros, são repressores, funcionando como um controle sobre a 

produção. Segundo o autor, este sistema pode ser a explicação para a indução de xilanase em 

outros micro-organismos. Haltrich et al. (1996) descrevem, genericamente, a indução de 

xilanases produzidas por fungos por um mecanismo semelhante ao descrito anteriormente. 

A composição dos meios estudados neste DCCR podem ter apresentado um 

excesso de nutrientes, especialmente de carbono, o que pode ter interferido na utilização da 

xilana pela levedura, conduzindo assim a uma supressão metabólica e, por conseguinte, uma 

dificuldade para a levedura produzir maiores quantidades de endo-xilanase. Palma (2003)  

verificou que quando a concentração de peptona foi aumentada de 1 g.L
-1 

para 2 g.L
-1

 houve 

uma repressão catabólica ou mudança no balanço Carbono: Nitrogênio que afetou de uma 

forma negativa (redução da atividade) a produção enzimática e acarretou uma aumento 

expressivo na biomassa total formada. 

O acompanhamento celular bem como o pH ao longo dos cultivos foram 

realizados (Apêndice 4) sendo que as determinações do ensaio 17 (maior atividade 

enzimática)  estão apresentadas na Figura 2. Observa-se que a levedura apresentou um 

aumento significativo em termos de biomassa, uma vez que no pico enzimático (48 h) a 

produção foi de 8,13 g.L
-1

 sendo que esta continuou em crescente produção até atingir 10,4 

g.L
-1

 ao final do cultivo. O pH ao longo do cultivo apresentou um crescente aumento, partindo 

de um pH inicial de 6,4 e atingindo o pH final de 9,3.  
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Figura 2 - Acompanhamento do pH (-□-), atividade enzimática (-x-) e concentração de 

biomassa(-■-) da levedura Cryptococcus laurentti no ensaio 17, ao longo de 96 h de cultivo, 

bem como o desvio padrão. 
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A partir do ensaio 17, o qual apresentou a maior atividade enzimática, foi avaliada 

a influência da agitação do meio frente a atividade enzimática. Três diferentes velocidades  

(150, 175 e 200 rpm) foram estudados (Apêndice 5) onde observou-se que quando os cultivos 

foram mantidos a 175 rpm, aconteceu um aumento de 5% na atividade de endo-xilanase  

(7,3 U.mL
-1

). Além disso, foi possível detectar que o pico máximo de atividade foi deslocado 

de 48 para 36 h de cultivo. Sales et al., (2010) observou também um aumento na atividade de 

endo-xilanases produzidas por Aspergillus quando a agitação usada para o cultivo foi de 180 

rpm. 

Quando a agitação foi aumentada para 200 rpm, foi observado um decréscimo da 

atividade enzimática. De acordo Warywoda et al. (1992), agitação elevada pode causar fugas 

de material intracelular por forças de cisalhamento e, possivelmente, interrompa a síntese da 

enzima.  

Basaran et al., (2008) observaram que o aumento da agitação 140-180 rpm 

conduziu a um decréscimo na atividade enzimática de xilanases, concordando com os 

resultados obtidos no presente trabalho. Ellouze (2008) também observaram um aumento na 

atividade enzimática de endo-xilanase quando a agitação aumentou de 100 para 180 rpm.  

Alam et al. (2008) realizaram a otimização do processo de produção de celulase 

por Trichoderma harzianum, por meio da bioconversão do estado líquido de lodo de esgoto 

doméstico, onde a melhor atividade foi obtida com agitação de 175 rpm. 
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Sales et al. (2010) ao estudar os fatores que influenciavam na atividade de 

xilanase produzida por Aspergilus, o qual observou que a máxima atividade encontrada  

(30,05 U.mL
-1

) quando a agitação dos meios foi elevada para 180 rpm. 

Ao aumentarmos a agitação dos meios de cultivo de 150 rpm para 175 foi possível 

elevar a atividade de endo-xilanase para 7,3 U.mL
-1

, nas mesmas condições do ensaio 17. 

Embora este valor não seja estatisticamente diferente da atividade encontrada em 150 rpm  

(6,9 U.mL
-1

 ) acredita-se que seja válido esse aumento de 25 rpm, uma vez que  frente a 

atividade incial (5,4 U.mL
-1

), ocorreu um aumento de atividade e um menor tempo para 

alcançar atingir essa atividade. 

Para as diferentes agitações estudadas (150, 175 e 200 rpm), foram calculadas as 

produtividades enzimáticas, onde os resultados estão apresentados na Tabela 4.  

 

Tabela 4 – Produtividade enzimática máxima encontrada nas diferentes velocidades de 

agitação estudadas, mantendo as condições do ensaio 17. 

 

Agitação (rpm) Atividade máxima 

(U.mL
-1

) 

Produtividade 

(U.mL
-1

. h
-1

) 

Tempo do pico 

enzimático (h) 

150 6,98ª 0,14
b
 48 

175 7,26ª 0,20ª 36 

200 5,17
b
 0,15

b
 36 

Letras iguais nas médias dos resultados (colunas) indicam que não existe diferença significativa entre elas a 95% 

de confiança (Teste de Tukey). 

 

Em termos de produtividade enzimática, a agitação de 175 rpm proporcionou uma 

produtividade mais elevada (0,2 U.mL
-1

.h
-1

) em 36 h, sendo ela estatisiticamente diferente das 

demais (0,14 U.mL
-1

.h
-1

 para 150 rpm e 0,15 U.mL
-1

.h
-1

 para 200). Assim sendo, optou-se por 

realizar a produção de endo-xilanase utilizando a agitação do meio em 175 rpm.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

Através deste estudo foi possível maximizar a atividade de endo-xilanase 

produzida por Cryptococcus laurentti fazendo uso da ferramenta de planejamento 

experimental. Através de um planejamento fracionário 2
6-2

 e de um planejamento central 

composto rotacional 2
4
 a atividade enzimática passou de 5,4 U.mL

-1 
para 6,9 U.mL

-1
. O 

aumento da atividade xilanolítica foi maior que 25% o que indica que as condições de pH 
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inicial de 6,5, concentração de xilana, peptona e extrato de levedura de 10 g.L
-1

, sulfato de 

amônio 1 g.L
-1

 , 30ºC e agitação de 150 rpm foram bem sucedidas, além disso, observou-se 

que a agitação de 175 rpm proporcionou um aumento de 1,9 U.mL
-1 

na atividade final, 

alcançando 7,3 U.mL
-1

  de endo-xilanase.  
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ARTIGO 3: EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGÊNIO SOBRE A 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE ENDO-XILANASE PRODUZIDA PELA 

LEVEDURA Cryptococcus laurenti . 
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EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGÊNIO SOBRE A ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA DE ENDO-XILANASE PRODUZIDA PELA LEVEDURA Cryptococcus 

laurenti. 

 

RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes fontes de nitrogênio sobre a 

atividade de endo-xilanase bem como estudar as melhores condições para alcançar a máxima 

atividade enzimática produzida por Cryptococcus laurenti. Para tais avaliações, ensaios foram 

realizados usando cinco fontes de nitrogênio em duas concentrações diferentes. Através dos 

resultados obtidos foi possível observar que na presença de nitrato de amônio e sulfato de 

amônio (fontes inorgânicas de nitrogênio), na concentração de 3%, foram alcançadas as 

maiores atividades de endo-xilanase (6,2 U.mL
-1

 e 6,0 U.mL
-1

 respectivamente). A seguir um 

planejamento completo 2
2
 foi realizado visando uma maximização da atividade de endo-

xilanase, onde as variáveis xilana e extrato de levedura foram estudadas.  Em todos os 

ensaios, os cultivos foram mantidos a 30°C, 175 rpm durante 96 h. As condições 

estabelecidas para maximizar a produção da enzima alvo foram: concentração de xilana de 

18,6 g.L
-1

, concentração de extrato de levedura de 10 g.L
-1

 e sob estas condições atingindo 

14,0 U.mL
-1

, sendo esta enzima livre de celulase e com baixos níveis de β-xilosidase (0,006 

U.mL
-1

) o que garante a esta enzima diversas aplicações industriais. 

 

 

Palavras-chave: xilanases, maximização da atividade, enzima. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

As endo-1,4-β-xilanases (EC 3.2.1.8) são enzimas produzidas principalmente por 

bactérias e bolores, que fazem a hidrólise dos substratos com ligações β- 1,4, sendo a xilana o 

principal representante dentre os substratos susceptíveis ao ataque hidrolítico das xilanases. 

Este polímero é o principal componente da hemicelulose e é composto por resíduos de β-

xilopiranose, unidos por ligações β 1,4 com variáveis graus de substituições em suas cadeias 

laterais ( HECK, 2006; JÄNIS, 2007; SANTOS, 2011). 

As xilanases são enzimas que apresentam uma vasta possibilidade de aplicações, 

destacando-se especialmente na indústria de polpa e papel quando livres de celulases (BAE et 
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al., 2008; HAROS et al., 2002; JIANG et al., 2008), com expansão nas aplicações no setor de 

alimentos, principalmente usados como clarificantes de bebidas e agentes de melhoramento 

em panificação (TEUNISSEN; CAMP, 1993) e em rações animais aumentando a 

digestibilidade das mesmas (AHMAD et al., 2013; MATHLOUTHI, 2003; VIANA, 2011).  

Ao se trabalhar com enzimas no âmbito industrial, visa-se a obtenção de altos 

rendimentos na produção e isso pode ser alcançado através de otimizações na produção  

utilizando como ferramenta planejamentos fatoriais que envolvam variáveis importantes 

processo produtivo. (LI et al., 2007). Entre os parâmetros do bioprocesso que podem afetar a 

atividade e produtividade das xilanases durante a fermentação incluem-se: o pH, a 

temperatura, as fontes de carbono e de nitrogênio. Esses fatores têm demonstrado influenciar 

na produtividade da xilanase em vários estudos, entretanto, as condições ótimas são únicas 

para cada micro-organismo e processo, por isso a necessidade de estudar cada componente em 

questão (HALTRICH et al., 1996; KULKARNI et al., 1999). 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de diferentes fontes de 

nitrogênio e maximizar a atividade de endo-xilanase avaliando o efeito da concentração de 

xilana e extrato de levedura sobre a atividade da enzima endo-xilanases produzida pela 

levedura Cryptococcus laurentii. 

  

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MICRO-ORGANISMO 

 

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a levedura Cryptococcus 

laurentii a qual foi previamente isolada de chicória e selecionada como promissora na 

produção de endo-xilanase por Otero et al. (2015). Essa levedura foi mantida a 4 °C em ágar 

GYMP (2,0% glicose, 0,5 extrato de levedura, 1,0% extrato de malte e 0,2% Na2PO4). 

 

2.2 PREPARO DO INÓCULO 

 

As culturas foram transferidas do ágar GYMP e inoculadas para crescimento em 

meio complexo (10,0 g.L
-1 

 de xilana de Beechwood, 3,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, 7,0 g.L
-1 

 

de KH2PO4,  2,0 g.L
-1  

de K2HPO4,
 
0,1 g.L

-1  
de MgSO4.7H2O, 1,0 g.L

-1
 de (NH4)SO4 e 5.0 

g.L
-1 

de peptona em  pH 6,0. A esterilização dos meios foi realizada a 121 °C durante 15 min. 

Para o inóculo a levedura foi transferida para 150 mL de meio complexo (inóculo) e 
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cultivadas em erlenmeyers aletados com capacidade de 500 mL durante 24 h a 150 rpm e 

30 °C em agitador orbital (LOPES et al., 2011). 

Os cultivos de Cryptococcus laurentti foram iniciados através de uma suspensão 

celular (10
8
 celulas. mL

-1
) obtidas do inóculo com 24 h, e a esterilização dos meios foi 

conduzida conforme descrito anteriormente. Os cultivos foram realizados em meio complexo 

a 30ºC, 175 rpm por 96 h. Em intervalos de tempo apropriados, amostras dos cultivos foram 

retiradas para determinação da atividade de endo-xilanase, concentração celular e pH e as 

determinações realizadas em triplicata. 

 

2.3 AVALIAÇÃO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGÊNIO SOBRE A PRODUÇÃO 

ENZIMÁTICA 

 

O meio de cultivo foi preparado conforme descrito por Otero et al.(2015) sendo 

realizada a retirada da peptona para avaliação. Em substituição á peptona diferentes fontes de 

nitrogênio foram usadas, sendo eles: nitrogênio orgânico (gelatina e uréia) e nitrogênio 

inorgânico (KNO3, NH4NO3 e (NH4)2SO4) (ADHYARU et al., 2014).As concentrações 

estudadas de cada fonte de nitrogênio acrescidas ao meio foram de 0,5 e 0,3 % (ADHYARU 

et al., 2014) sendo o meio ajustado para pH 6,5 (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Condições para avaliação da atividade de endo-xilanase considerando o uso de 

diferentes fontes de nitrogênio. 

Meio 

                                               Composição (g.L
-1

) 

Xilana 
Extrato  

levedura 
 Gelatina         Uréia      KNO3 NH4NO3 (NH4)2SO4  

1 10 10 5 - - - -  

2 10 10 - 5 - - -  

3 10 10 - - 3 - -  

4 10 10 - - - 3 -  

5 10 10 - - - - 3  

6 10 10 3 - - - -  

7 10 10 - 3 - - -  

8 10 10 - - 5 - -  

9 10 10 - - - 5 -  

10 10 10 - - - - 5  
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2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

  

Após avaliar os efeitos de diferentes fontes de nitrogênio sobre as atividades de 

endo-xilanases, um planejamento central composto rotacional com adição de pontos axiais e 

centrais (DCCR 2
2
) foi realizado. O DCCR 2

2 
foi realizado usando duas variáveis  

(concentração de xilana e extrato de levedura) as quais foram definidas a partir dos resultados 

obtidos nos ensaios anteriores, sendo a atividade enzimática máxima usada como resposta. 

Foram fixadas a concentração de sulfato de amônio de 3 g.L
-1

,  0,1 de MgSO4.7H2O g.L
-1

 e o 

pH foi ajustado em 6,5. Através da Tabela 2 pode-se observar os níveis codificados e reais 

que foram utilizados na realização do DCCR.  

 

Tabela 2 - Valores dos níveis reais e codificados usados no DCCR para maximização da 

atividade de endo-xilanase. 

Planejamento  

Experimental 

Nível codificado 

das variáveis 

Xilana Extrato de  

Levedura 

g.L
-1

 g.L
-1

 

DCCR (2
2
) -1,41 10 1 

-1 11,4 2,3 

0 15 5,5 

+1 18,6 8,7 

+1,41 20 10 

 

A análise de variância foi aplicada ao DCCR com um nível de confiança de 95%. 

Para validar os resultados obtidos no estudo e finalizar a maximização de endo-xilanase, 

cultivos em triplicata com diferentes concentrações de extrato de levedura e a concentração de 

xilana fixada em 18,6 g.L
-1

, foram realizados em triplicata, onde a concentração de extrato de 

levedura está descrita abaixo (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Composição dos meios de cultivo para os testes finais de maximização enzimática. 

Meio Extrato de 

levedura (g.L
-1

) 

1 8,7 

2 10,0 

3 12 
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2.5 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

2.5.1 Determinações enzimáticas 

 

A atividade de endo-xilanase foi determinada usando 1% (m/v) de xilana de 

Beechwood como substrato. A reação ocorreu usando 0,9 mL do substrato e 0,1 mL de extrato 

enzimático durante 5 min a 50º C conforme descrito por Bailey et al. (1992). A quantificação 

dos açúcares redutores liberados a partir da xilana, foi determinada pelo método do ácido 3,5-

dinitrossalicílico (MILLER, 1959) e a quantidade de xilose foi determinada 

espectrofotometricamente a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimática é definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar um μmol de xilose por minuto nas condições 

descritas do ensaio. 

 A atividade de β-xilosidase foi determinada através do substrato p-nitrofenil-b-D-

xilopiranosídeo (pNPX) liberando p-nitrofenol. O meio reacional contêm 0,8 mL de pNPX 

(0,1% m/v) e 0,2 mL  de extrato enzimático e a reação foi conduzida por 30 min a 50ºC 

(TAN; MAYERS; SADDLER, 1987).  A reação foi interrompida adicionando-se 2 mL  de 

carbonato de sódio (10% m/v). O p-nitrofenol liberado pela ação da β-xilosidase foi 

determinado espectrofotometricamente a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimática foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para catalisar a liberação de 1 µmol de  

p-nitrofenol por minuto.   

A atividade de celulases foi determinada para Carboximetilcelulase (CMCase) e 

atividade total (FPase). CMCase foi determinada de acordo com metodologia descrita por 

Ghose  (1989) onde o meio reacional é composto por 0,5 mL de substrato  

(solução de 2% de carboximetilcelulase) e 0,5 mL de extrato enzimático, sendo mantidos por  

30 min a 50ºC. A quantificação dos açúcares redutores liberados foi determinada pelo método 

do ácido 3,5-dinitrossalicílico (MILLER, 1959) e a quantidade de glicose foi determinada 

espectrofotometricamente a 540 nm. (MILLER, 1959).  A atividade de celulases sob o 

substrato papel filtro foi conduzida conforme descrito por Ghose (1989) onde o meio 

reacional contêm 0,5 mL de extrato enzimático, 1,0 mL de tampão citrato de sódio (pH 5,3) e 

50 mg de papel filtro Whatman nº1, sendo a reação mantida por 60 min a 50ºC. Uma unidade 

enzimática foi definida como 1 µmol de glicose liberado por  minuto nas condições dos 

ensaios. 

Para a determinação de todas as atividades enzimáticas foram conduzidos ensaios 

com brancos para as enzimas (enzima + tampão) e brancos para os substratos (tampão+ 
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substrato) sendo estes valores subtraídos das atividades encontradas. Todas as determinações 

de atividades foram realizadas em triplicata. 

 

2.5.2 Determinação de biomassa 

 

A concentração de biomassa foi estimada através da medida de absorvância em 

espectrofotômetro a 620 nm, e relacionando as leituras da biomassa com as respectivas curvas 

de calibração (RECH et al., 1999). 

 

2.5.3 Determinação de pH 

 

 Para determinação dos pH´s foram utilizados os meios de cultivo centrifugados e 

livres de células, os quais foram determinados em pHmetro digital. 

 

2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey 

para detectar diferenças significativas entre os tratamentos, usando o software Statistic versão 

5.0. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes fontes de nitrogênio (orgânico e 

inorgânico) sobre a atividade de endo-xilanase produzida pela levedura Cryptococcus 

laurentti, foram realizados cultivos removendo-se a peptona e inserindo-se fontes de 

nitrogênios nas concentrações de 0,5 e 0,3% (Figura 1). 

A Figura 1 mostra que não há diferenças significativas entre as fontes de 

nitrogênio orgânico avaliadas neste trabalho. Os valores médios obtidos foram de 5,3 U.mL
-1

 

para uréia e 5,4 U.mL
-1

 para gelatina na concentração de 0,5% . Por outro lado, as fontes de 

nitrogênio inorgânico diferem umas das outras em relação as fontes de nitrogênio orgânico. O 

valor mais baixo para a atividade enzimática (4,60 U.mL
-1

) foi obtido quando se utilizou 0,5% 
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de KNO3, indicando, assim, que este tem um efeito negativo (diminuição) sobre a atividade da 

endo-xilanases produzidas por Cryptococcus laurentii. 

 

Figura 1 - Atividades de endo-xilanase obtidas de diferentes fontes de nitrogênio usando 

concentrações de 0,5% e 0,3%, sendo 1- NH4(SO4)2, 2-gelatina, 3- KNO3, 4-NH4NO3 e  

5-uréia. 
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Barras verticais representam a média dos ensaios com os seus desvios e letras iguais nas 

médias dos resultados indicam que não há diferença significativa entre elas a 95% de confiança (teste de 

Tukey). 

 

As melhores atividades foram observadas para concentrações de nitrogênio 

orgânico de 0,5% e para concentração nitrogênio inorgânico de 0,3%, resultados estes 

também observados por Adhyaru (2014) o qual verificou que 0,5% de gelatina e 0,3% de 

KNO3 aumentavam a produção de endo-xilanase produzida por Bacillus altitudinis.  

Segundo Santos et al., (2013) os estudos das fontes de nitrogênio no metabolismo 

das diferentes linhagens industriais são importantes na medida em que estes compostos 

apresentam uma complexidade estrutural e são fontes utilizadas pela levedura para um bom 

desempenho metabólico. O efeito da interação das diferentes fontes de carbono e nitrogênio 

na eficiência fermentativa das leveduras industriais pode ser um fator importante para 

promover melhoria na eficiência fermentativa das leveduras industriais e melhorar a produção 

de enzimas. 

As maiores atividades foram alcançadas quando foram adicionados ao meio de 

cultura com 0,3% de NH4NO3 ou (NH4)2SO4 sendo que não há diferenças estatisticamente 

significativas entre eles, uma vez que as atividades alcançados foram de 6,2 e 6,0 U.mL
-1

, 

respectivamente. Assim, os presentes resultados demonstraram que as fontes de nitrogênio 
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inorgânico (NH4NO3 e (NH4)2SO4) poderiam ser usadas na concentração de 0,3% no meio de 

cultivo, considerando as condições estudadas para Cryptococcus laurentii. 

 O objetivo desta mudança é também uma tentativa para evitar a possível 

supressão da produção da enzima, reduzindo as concentrações e componentes do meio; isto 

também pode ser considerado uma vantagem econômica para o custo de produção de endo-

xilanase em geral.  

Otero et al. (2014) em trabalhos anteriores, observaram que quando foram  

utilizadas altas concentrações de peptona (12,5 g.L
-1

) acompanhada de extrato de levedura 

(12,5 g.L
-1

), houve influência na produção de endo-xilanase. Assim sendo, acredita-se que 

pode ter acontecido uma inibição da produção enzimática. 

Magasanik (1992) observou que nem todas as fontes de nitrogênio propiciam 

crescimento igualmente eficiente para as leveduras, onde foi observado que amônia, 

glutamato, glutamina, e aspargina são preferencialmente utilizadas por leveduras e induzem a 

altas taxas de crescimento e produção de metabólitos de interesse.  

Sherief et al. (2010) estudou diferentes fontes de nitrogênio para produção de 

enzimas onde os bons resultados foram obtidos em uréia e NH4NO3. Qinnghe et al (2004) 

compararam a atividade xilanolítica utilizando fontes de nitrogênio orgânicas e inorgânicas, 

onde as fontes orgânicas conduziram uma maior atividade. 

Para alcançarmos a maximização enzimática foi realizado um planejamento 

experimental (DCCR 2
2
) onde foram estudadas as concentrações de xilana e extrato de 

levedura, mantendo o sulfato de amônio em 0,3%, uma vez que este componente já estava 

presente na formulação incial dos meios de cultivo, e o resultado expresso em atividade de 

endo-xilanase (Apêndice 6). 

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para a atividade enzimática com as duas 

variáveis estudadas: xilana (X1) e concentrações de extrato de levedura (X2) onde a atividade 

máxima variou entre 4,7 e 12,5 U.mL
-1

, sendo esta alcançada em 36 h de cultivo. 
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Tabela 4 - Valores reais, codificados do planejamento experimental DCCR (2
2
) tendo como 

resposta a atividade de endo-xilanase. 

Ensaio Xilana 

 

Extrato de 

Levedura 

Máxima atividade 

(U.mL
-1

) 

1 +1 (18,6) +1 (8,7) 12,5 

2 +1 (18,6) -1 (2,3) 8,3 

3 -1 (11,4) +1 (8,7) 10,7 

4 -1 (11,4) -1 (2,3) 6,1 

5 0 (15,0) 0 (5,5) 8,1 

6 0 (15,0) 0 (5,5) 9,2 

7 0 (15,0) 0 (5,5) 8,5 

8 0 (15,0) 0 (5,5) 8,7 

9 0 (15,0) 0 (5,5) 8,5 

10 +1,41 (10,0) 0 (5,5) 6,4 

11 0 (15,0) 1,41 (10,0) 9,8 

12 -1,41 (20,0) 0 (5,5) 9,5 

13 0 (15,0) -1,41 (1,0) 4,7 

 

 

Os efeitos principais e as interações estimadas para a atividade da endo-xilanase 

foram calculados. As variáveis dependentes e independentes foram ajustadas a um modelo e 

analisadas em termos de qualidade do ajuste. 

Uma análise de variância foi utilizada para avaliar a adequação do modelo 

ajustado. O modelo codificado foi considerado preditivo (uma vez que o R
2
 apresentado foi de 

0,81 e o Fcalculado foi 3 vezes maior do que Ftabelado), e pode ser usado para gerar a superfície de 

resposta para os efeitos sobre a atividade de endo-xilanase de acordo com a Equação 1. 

 

Atividade (U.mL
-1

) = 8,48 + 3,89 (X2)                                 (1) 

 

Sendo: 

 

X2= extrato de levedura 

 

Uma visão geral da Eq.1 indica que a atividade é uma função de primeira ordem 

da concentração de extrato de levedura. O modelo codificado para a atividade endo-xilanase 

foi utilizado para construir a curva de contorno apresentada na Figura 2, para se visualizar as 

interações entre as variáveis de entrada e a concentração de cada componente necessário para 

a maximização da atividade enzimática. O coeficiente de regressão e ANOVA para o DCCR 

2
2 

encontram-se no Apêndice 7. 
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Figura 2- Curvas de contorno para a atividade de endo-xilanase em função da concentração 

de extrato de levedura e xilana. 
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Através da curva de contorno apresentada na Figura 2 é possível observar que o 

extrato de levedura influência na produção enzimática, uma vez que conforme a concentração 

de extrato de levedura é aumentada a atividade de endo-xilanase também se eleva, assim,  

buscando elevar a produção de endo-xilanase.  Para fins de validação, os autores escolheram 

trabalhar com três formulações de meios, em triplicata, com diferentes concentrações de  

extrato de levedura. O acompanhamento das atividades encontram-se descritos na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Atividade de endo-xilanase em diferentes formulações de meios de cultivo 

 

 Concentração de 

extrato de levedura 

(g.L
-1

) 

Endo-xilanase (U.mL
-1

) 

Experimentos  0 h 24 h 36 h 48 h 72 h 96 h 

Meio 1 8,7 0,7ª
,D 

10,0
b.B

 12,4
b,A

 10,2
b,B

 6,8
b,C

 6,0
b,C

 

Meio 2 10,0 0,6ª,
F
 12,0

a,C
 14,0

a,A
 13,5ª,

B
 10,3ª,

D
 8,2ª,

E
 

Meio 3 12,0 0,5
a,F

 7,0
c,B

 11,4
c,A

 6,4
c,C

 4,8
c,D

 4,2
c,E

 

Letras iguais nas médias dos resultados (colunas) indicam que não há diferença significativa entre elas 

a 95% de confiança (teste de Tukey). Letras maiúsculas iguais nas médias dos resultados (linhas) 

indicam que não há diferença significativa entre elas a 95% de confiança (teste de Tukey). 
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A partir da Tabela 5 observa-se que o meio que apresentou a melhor produção da 

enzima, (14 U.mL
-1

 em 36h de cultivo), foi o meio 2 o qual é composto por: 18,6 g.L
-1

 de 

xilana, 10,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, 3 g.L
-1

 de  sulfato de amônio  e o pH inicial de 6,5. 

Observou-se que houve um aumento estatisticamente significativo na atividade da enzima em 

comparação com as atividades obtidas no ensaio 1 (o qual corresponde ao melhor ensaio do 

DCCR), isto indica que as condições empregadas foram bem escolhidas, permitindo a 

produção máxima da enzima. 

Após o estudo, foi possível obter uma atividade elevada (14,0 U.mL
-1

). Lopes et 

al., (2011) visando otimizar a atividade enzimática da enzima, usou dois planejamentos 

experimentais (DCC
2
 e Plackett & Burman), o qual obteve a  máxima atividade de endo-

xilanase de 11,25 U.mL
-1

 nas condições de 30ºC, pH 6,0 e  20 g.L
-1

 de xilana. 

No meio que proporcionou a melhor atividade enzimática (meio 2) foi realizado 

novo cultivo e determinados além da atividade de endo-xilanase outros parâmetros como 

biomassa, atividades enzimáticas (celulases e β-xilosidase) e pH em 36 h de cultivo, onde os 

resultados obtidos estão apresentados na tabela 6. 

 

Tabela 6 - Atividade enzimática de CMCase, FPase, β-xilosidase e endo-xilanase em 36 h de 

cultivo em meio content 18,6 g.L
-1 

de xilana, 10,0 g.L
-1

 de extrato de levedura e 3,0 g.L
-1

 de 

sulfato de amônio em pH 6,5 

 

Resposta avaliada Resultado 

Endo-xilanase 13,25 ± 0,4 (U.mL
-1

) 

β-xilosidase 0,0058 ± 0,0005 (U.mL
-1

) 

CMCase 0,22 ± 0,03 (U.mL
-1

) 

FPase 0,07 ± 0,03 (U.mL
-1

) 

pH final 8,5 

Biomassa 4,4± 0,1 (g.L
-1

) 

 

A importância de determinar celulases e β-xilosidase é definir a aplicação da 

enzima. Como os níveis de β-xilosidase foram muito baixos esta xilanase pode ser aplicada 

para produção de xilo-oligossacarídeos (XOS), uma vez que β-xilosidases são glicosil 

hidrolases que catalisam a liberação de unidades de xilose a partir de xilo-oligossacarídeos 

derivados da degradação da xilana (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2000). Os XOS 
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apresentam um grande potencial de utilização em vários produtos, principalmente os 

farmacêuticos e em aplicações agrícolas (MENEZES, 2008). 

Observa-se também que esta levedura foi capaz de produzir xilanases livres de 

celulases e assim pode ser aplicada no branqueamento de papel e polpa Kraft, sem causar 

perdas ao produto final e diminuindo o uso de compostos organoclorados (BAE, 2008). 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho observou-se que as fontes de 

nitrogênio orgânico e inorgânico estudadas apresentaram influência sobre a atividade de endo-

xilanase. Para as fontes orgânicas (gelatina e uréia) a melhor concentração foi de 5,0 g.L
-1

 

sendo que os resultados obtidos não apresentaram diferença significativa entre as atividades 

(5,2 e 5,3 U.mL
-1

 respectivamente) enquanto que para as fontes inorgânicas a concentração 

indicada foi de 3 g.L
-1

, sendo que as melhores fontes para a atividade, foram o sulfato e 

nitrato de amônio, alcançando 6,0 e 6,2 U.mL
-1

 respectivamente. Além disso, uma maior 

atividade de endo-xilanase (14,0 U.mL
-1

) foi alcançada após o delineamento composto central 

rotacional utilizando 18,6 g.L
-1

 de xilana, 10 g.L
-1

 de extrato de levedura, 3,0 g.L
-1

 de sulfato 

de amônio, pH 6,5 agitação de 175 rpm e 30ºC. Uma vez que a xilanase produzida pela 

levedura Cryptococcus laurentti é livre de celulase e com níveis muito baixos de β-xilosidase, 

a enzima apresenta uma ampla gama de aplicações desde fármacos e produção de XOs até 

branqueamento de papel.  
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SELEÇÃO DE SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTES DE XILANA 

EM CULTIVOS PARA PRODUÇÃO DE ENDO-XILANASE 

 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi produzir xilanases utilizando substratos agroindustriais ricos em 

hemicelulose como fontes de xilana nos meios de cultivo para duas leveduras. Cinco 

substratos agroindustriais (casca de arroz, casca de aveia, tegumento de soja, farelo de arroz 

desengordurado e sabugo de milho) foram utilizados neste trabalho como fonte de xilana para 

produção enzimática. Os ensaios foram realizados com substratos sem pré-tratamento (secos e 

moídos) e ensaios no qual os subtratos foram secos, moídos e pré-tratados com NaOH (4%) 

para alterar a estrutura da biomassa e tornar seus componentes mais disponíveis para o ataque 

microbiano. Os substratos foram adicionados na concentração de 2%, e os cultivos foram 

mantidos durante 96 h e retiradas alíquotas para determinação do pH e atividade enzimática. 

Duas leveduras foram utilizadas nestre trabalho, sendo a Cryptococcus laurentii isolada e 

Pichia pastoris Y-1603 obtida em banco de culturas. Dentre os coprodutos utilizados o que 

mais se destacou frente à produção da enzima foi o farelo de arroz desengordurado pré-

tratado, o qual permitiu atingir uma atividade máxima de 8,7 U.mL
-1

 em pH  7,3 enquanto que 

o sabugo de milho foi o coproduto que apresentou menor capacidade de produção enzimática 

(1,6 U.mL
-1

) quando a levedura Cryptococcus laurentti foi estudada. Por sua vez, a levedura 

Pichia pastoris apresentou maior atividade enzimática quando foi cultivada em a casca de 

aveia e o farelo de arroz pré-tratados, alcançando atividades máximas de 7,6 e 7,5 U.mL
-1

. 

Desta forma o farelo de arroz desengordurado merece um destaque especial frente aos demais 

coprodutos utilizados pois possibilitou substrato necessário e diponível para produção de 

endo-xilanases por leveduras. 

 

 

Palavras-chave: resíduos, screening, enzimas 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A celulose e a hemicelulose são degradadas por enzimas hidrolíticas e oxidativas  

formando açúcares que serão metabolicamente utilizados por micro-organismos (WYMAN, 
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2013). Vários bioprocessos têm sido desenvolvidos utilizando materiais ricos em 

hemicelulose como substratos para a produção de diversas moléculas com alto valor agregado 

como é o caso das enzimas, em especial as xilanases (PANDEY 1999; REDDY et al., 2003; 

ROSALES et al., 2005; SOUZA et al. , 2006). 

Os micro-organismos envolvidos na degradação da celulose e hemicelulose são 

encontrados em grupos taxonômicos extremamente variados (BÉGUIN; AUBERT, 1994). 

Estas enzimas são produzidas por bactérias, bolores e leveduras, mas a principal fonte 

comercial são os bolores (AGUIAR; FERRAZ, 2011; POLIZELI, 2005). 

As enzimas obtidas a partir de micro-organismos vêm ganhando destaque, haja 

vista sua ampla aplicação na indústria têxtil, alimentícia, farmacêutica e conversão da 

biomassa lignocelulósica. A produção industrial de enzimas microbianas é, geralmente, 

limitada pelo custo do substrato utilizado para o cultivo dos micro-organismos. Para tornar a 

produção de enzimas mais competitiva, a utilização de substratos de baixo custo e facilmente 

disponíveis deve ser explorada, além de avanços tecnológicos e da busca por novos micro-

organismos (POLIZELLI et al., 2005; SUKUMARAN, 2009; TENGERDY e SZAKACS, 

2003). 

A endo 1,4 -β-xilanase (EC 3.2.1.8) forma o principal grupo de enzimas 

envolvidas na degradação da xilana. Trata-se de uma endo-enzima que degrada, 

aleatoriamente, a cadeia principal de xilana, liberando xilo-oligossacarídeos (HALTRICH et 

al., 1996 ; KULKARNI et al., 1999). 

A habilidade em hidrolisar xilana está restrita a limitado número de gêneros e/ou 

espécies. Dentre os gêneros de leveduras descritas na literatura como produtoras das enzimas 

endo-xilanases encontram-se a Pichia (AGBOGBO e COWARD-KELLY, 2008;; 

CARVALHO et al., 2013; LEE et al., 1986), Cryptococcus (CARVALHO et al., 2013; 

PARACHIN et al., 2009), Aureobasidium (LI et al., 2000; TANAKA et al., 2004; OHTA et 

al., 2001) e Trichosporon (LIU et al., 1998; SOUZA et al., 2010).  

Toneladas de resíduos agrícolas são gerados pelas indústrias e estes podem ser 

utilizados como substrato para crescimento celular em processos de fermentação, o que além 

de ser economicamente viável, ajuda a solucionar os problemas ambientais decorrentes do seu 

acúmulo na natureza.  Esses resíduos são constituídos de matéria orgânica (hemicelulose) que 

é usada como fonte de energia para o crescimento dos micro-organismos e o carbono para a 

síntese de biomassa celular (PANDEY et al., 1999; PANDEY, 2002), além de serem resíduos 

abundantemente disponíveis na região. 
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Devido à resistência do material lignocelulósico, muitos processos de produção 

têm sido desenvolvidos no intuito de converter os carboidratos presentes na biomassa em 

açúcares fermentescíveis, buscando por melhores rendimentos e menores custos de 

processamento (HIMMEL et al.,2007; SANTOS et al., 2010). Dentre esses processos estão os 

pré tratamentos, etapa que tem por finalidade alterar ou remover a lignina, aumentar a área 

superficial e diminuir o grau de polimerização e cristalinidade da celulose, o que acarreta em 

aumento na digestibilidade do complexo enzimático e, consequentemente, em elevados 

rendimentos em açúcar (SANTOS et al., 2010; WYMAN et al., 2003). 

O uso de substratos agroindústrias para a produção de xilanases é amplamente 

descrito na literatura utilizando bolores (GOYAL et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2006; 

STROPARO et al., 2012) e bactérias (CUNHA, 2012; HECK et al, 2002; NINAWE e 

KUHAD, 2005;), porém o cultivo de leveduras utilizando substratos insdústriais é restrito, 

principalmente em cultivos submersos. 

Assim sendo o objetivo deste trabalho foi produzir xilanases a partir de substratos 

agroindustriais ricos em hemicelulose como fontes da xilana nos meios de cultivo utilizando 

as leveduras Pichia pastoris Y-1603 e Cryptococcus laurenti. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MICRO-ORGANISMOS 

 

Para verificar a capacidade das leveduras degradarem xilana foram realizados 

screening em placas contendo ágar xilana e a seleção realizada através da visualização de 

halos de hidrólise (OTERO et al., 2015). 

A levedura Pichia pastoris Y-1603 foi obtida do banco de culturas ARS Culture 

Collection (NRRL) e estudada devido ao fato de ser uma levedura GRAS (Generally 

Recognized as Safe) e a Cryptococcus laurentii foi usada neste trabalho por ter sido isolada e 

selecionada em ensaios prévios (não apresentados) como uma levedura promissora frente à 

capacidade de produzir xilanase.  As culturas foram mantidas em ágar GYMP inclinado (20 

g.L
-1

 glicose; 5 g.L
-1

 extrato de levedura; 10 g.L
-1

 extrato de malte; 2 g.L
-1

 KH2PO4 e 20 g.L
-1

 

ágar) e mantidas à 4 °C (MAUGERI, 2007). 
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2.2 SUBSTRATOS 

 

Foram utilizados farelo de arroz desengordurado, casca de arroz, sabugo de milho, 

casca de aveia e tegumento de soja como fontes de xilana para a produção enzimática. Os 

substratos foram obtidos de industriais locais e cada um deles foi seco em estufa com 

circulação de ar (105ºC durante 5 h), moído em moinho de facas e submetidos a peneiramento 

para obter partículas com tamanho entre 0,300 mm e 0,355 mm (GOKHALE; BASTWADE, 

1997). 

2.3 PRÉ-TRATAMENTO DOS SUBSTRATOS LIGNOCELULÓSICOS 

 

Cada substrato, com as partículas já padronizadas, foi tratado com NaOH 4% 

durante 30 min a 40ºC sob agitação para a disponibilização dos componentes da biomassa. 

Após os substratos foram lavados com água destilada até neutralização (SOUTHGATE, 

1981). 

2.4 PREPARO DO INÓCULO 

 

As culturas foram transferidas do ágar GYMP e inoculadas para crescimento em 

meio complexo (10,0 g.L
-1 

 de xilana de Beechwood, 3,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, 7,0 g.L
-1 

 

de KH2PO4,  2,0 g.L
-1  

de K2HPO4,
 
0,1 g.L

-1  
de MgSO4.7H2O, 1,0 g.L

-1
 de (NH4)SO4 e 5,0 

g.L
-1 

de peptona em  pH 6,0. A esterilização dos meios foi realizada a 121 °C durante 15 min. 

Para o inóculo cada levedura foi transferidas para 150 mL de meio complexo  e cultivadas em 

erlenmeyers aletados com capacidade de 500 mL durante 24 h a 150 rpm e 30 °C em agitador 

orbital (LOPES et al., 2011).  

 

2.5 PRODUÇÃO DE XILANASE EM CULTIVOS SUBMERSOS USANDO 

SUBSTRATOS INDUSTRIAIS 

 

As culturas (inóculo) foram transferidas para frascos erlenmeyers aletados com 

capacidade de 500 mL contendo 150 mL do mesmo meio de cultivo sendo a xilana substituída 

por 20,0 g.L
-1

 de cada substrato agroindustrial com e sem pré-tratamento (Tabela 1) sendo 

inoculados com suspensão celular de 10
8
 células. mL

−1  
obtidas após 24 h de inóculo, 

incubados em agitador rotatório orbital a  30 °C e 150 rpm.  
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Amostras foram coletadas ao longo de 96 h de cultivo sendo centrifugadas a 6.000 

x g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante livre de células foi usado para determinação de pH e 

atividade enzimática. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados descritos 

como a média dos três ensaios. 

 

2.6 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

2.6.1 Atividade enzimática 

 

Atividade de endo-xilanase foi determinada conforme descrito por Bailey et al. 

(1992) usando como substrato a xilana de Beechwood 1%. Açúcares redutores foram 

determinados usando método DNS (MILLER, 1959). A xilose liberada foi medida em 

espectrofotômetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimática é definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar um μmol de xilose por minuto sob as condições 

descritas. 

 

2.6.2 Determinação de pH 

 

 Para determinação dos pH´s foram utilizados os meios de cultivo centrifugados e 

livres de células, os quais foram determinados em pHmetro digital. 

 

2.6.3 Determinação da produtividade máxima 

 

A produtividade enzimática máxima (P, U.mL
-1

.h
-1

) foi calculada em termos de 

atividade de endo-xilanase nas condições do melhor ensaio, através da equação 1:  

                                            

𝑃 =  
𝐴−𝐴0

𝑡− 𝑡0
                                                                                             (1)  

 

Onde Ao é a produção enzimática inicial, A é a atividade de endo-xilanase no 

tempo de retirada da amostra, t é o tempo de cultivo em que a atividade máxima da enzima 

ocorre e t0 é o tempo inicial do cultivo. 
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2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey 

para detectar diferenças significativas entre os tratamentos, usando o software Statistic versão 

5.0. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Buscando uma alternativa para minimizar os impactos ambientais gerados pelo 

acúmulo dos resíduos agroindustriais abundantes na região Sul do estado, utilizaram-se esses 

resíduos para verificar a capacidade desses, substituírem a xilana comercial presente nos 

meios de cultivo para produção de endo xilanases. 

 Além disso, foi estudada a influência e a necessidade da realização do pré- 

tratamento desses resíduos visando aumentar a disponibilidade da hemicelulose para a 

produção enzimática. Para isso foram realizados cultivos submersos com as leveduras Pichia 

pastoris Y-1603 pois dentre as leveduras testadas foi a que apresentou melhores halos de 

degradação da xilana (Apêndice 8) e Cryptococcus laurentti isolada em trabalhos anteriores 

(Otero et al., 2015), tendo como parâmetro de resposta a atividade de endo-xilanase.  

Através dos cultivos realizados com a levedura Pichia pastoris Y-1603 (Figura 1) 

pode-se observar que o substrato que mais se destacou frente à produção de endo-xilanases foi 

o farelo de arroz desengordurado. Em ambos cultivos (com pré tratamento alcaline e sem pré 

tratamento) este resíduo apresentou altas atividades para endo xilanase, sendo sua maior 

atividade de 7,5 U.mL
-1

 quando o resíduo foi submetido a ação de hidróxido de sódio 4% para 

deslignificação.  

A casca de aveia, apresentou uma maior fonte de hemicelulose, como substrato 

para a levedura produzir a enzima de interesse, quando pré tratada, onde a máxima atividade 

alcançada foi de 7,6 U.mL
-1

 . Quando esses dois resíduos são comparados frente à atividade 

de endoxilanase,  não apresentam diferença estatísticas significativas entre sí.  
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Figura 1- Acompanhamento da produção de endo-xilanase pela levedura Pichia pastoris em 

meios contendo: (■) - farelo de arroz desengordurado; (●) - casca de arroz; 

 (×) – sabugo de milho; (▼) - casca de aveia e (○) - tegumento de soja sem tratamento (a) e 

com pré-tratamento alcalino (b) 
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Figura 2- Acompanhamento da produção de endo-xilanase pela levedura Cryptococcus 

laurentti em meios contendo: (■) - farelo de arroz desengordurado; (●) - casca de arroz; (×) – 

sabugo de milho; (▼) - casca de aveia e (○) - tegumento de soja sem tratamento (a) e com pré 

tratamento alcalino (b) 
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A levedura Pichia pastoris Y-1603 apresentou uma menor produção de endo-

xilanase quando cultivada em meio à base de casca de arroz enquanto que a levedura 

Cryptococcus laurentti teve sua produção enzimática (Figura 2) diminuída quando a fonte de 
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xilana usada foi o sabugo de milho. Esses resultados indicam que cada micro-organismo 

apresenta um metabolismo e exigências nutricionais e de crescimento próprios, por esse 

motivo essas diferenças para os substratos são normais, pois cada levedura atua de uma forma 

em dado substrato. 

O farelo de arroz desengordurado foi o substrato agroindustrial que melhor 

induziu a atividade enzimática para a levedura Cryptococcus laurentti, onde a atividade 

máxima atividade de endo-xilanase foi de 8,7 U.mL
-1

 nos cultivos submersos utilizando o 

substrato pré-tratado.  

O farelo de arroz desengordurado destaca-se como uma boa fonte de vitaminas do 

complexo B e E, sendo rico em vitamina A e ausente de vitamina D, o nível de proteína bruta 

do farelo é em torno de 15%, sendo superior à proteína do trigo e do milho (HAMADA, 

2000; MASSARO e PINTO, 2002). Com relação à sua composição mineral, este é 

extremamente rico em fósforo e manganês, além dos níveis de cobre, ferro, cromo e zinco 

(CONTE, 2000), além da presença de biofenóis (RODRIGUES; PESSOA FILHO; 

MEIRELLES, 2004). 

Harada (2008) utilizou farelo de arroz para produção de xilanases, sendo a 

hemicelulose do farelo utilizada como substrato a única fonte de carbono para Paenibacillus 

sp, o qual  foi capaz de produzir xilanases (valores não apresentados). 

Para todos os substratos agroindustriais, a realização do pré-tratamento promoveu 

um aumento na atividade enzimática, ocorrendo variações maiores (casca de aveia para a 

Pichia) e outras menores (sabugo de milho para Cryptococcus), porém sempre ocorreu o 

incremento. 

O pré-tratamento realizado (NaOH 4%) nos materiais lignocelulósicos foi 

eficiente visto que a produção de endo- xilanase por  Pichia pastoris em meio contendo casca 

de aveia aumentou de  3,0 U.mL
-1

 para 7,6 U.mL
-1

 e de 6,1 U.mL
-1

 para 7,5 U.mL
-1

  em farelo 

de arroz. Já quando a levedura Cryptococcus laurentti foi cultivada em farelo de arroz a 

atividade passou de 7,6 U.mL
-1

, não tratado, para 8,7 U.mL
-1

, tratado. 

Os processos alcalinos de pré-tratamento utilizam condições moderadas de 

operações, em termos de temperaturas e pressões, em comparação com sistemas ácidos. O 

principal efeito consiste na remoção da lignina da biomassa, promovendo maior reatividade 

da fibra. O álcali tende a causar um inchamento da biomassa, de modo que a cristalinidade da 

celulose decresce, enquanto ocorre um incremento da superfície específica de contato e da 

porosidade da mesma (BAUDEL, 2006; KOSARIC; VARDAR-SUKAN, 2001). Pelo inchaço 

da biomassa, a superfície é aumentada proporcionando maior abertura da estrutura para a água 
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migrar para dentro do material. Uma vez dentro da biomassa, a água rompe a ligação de 

hidrogênio entre a hemicelulose e a lignina (BALAT; BALAT; OZ, 2008). O efeito é a 

diminuição da cristalinidade e a ruptura da lignina. 

Na literatura são encontrados relatos de pré-tratatamentos com NaOH  na 

concentração de 4% para os subtratos agroindustriais utilizados como fonte de carbono em 

cultivos para a produção de xilanase.  Almeida (2012), observou que o tratamento com 

solução de  NaOH 4% durante 1 hora para o farelo de trigo e bagaço de cana de açúcar foram 

eficientes na produção de xilanases utilizando os bolores Trichoderma e Penicillium em 

cultivos submersos. Manrich (2012) também utilizou este tratamento para pó de madeira de 

faia e bagaço de cana de açúcar, o qual foi satisfatório para a remoção da lignina visando a 

produção de xilo-oligossacarídeos. Estes autores indicam que o uso deste tipo de agente na 

concentração estudada resulta na baixa formação de agentes inibidores e assim não prejudica 

a produção enzimática. 

Visto que a moagem dos substratos agroindustriais é considerada um pré-

tratamento físico (REZENDE et al., 2011) existe a possibilidade do farelo de arroz ter sua 

hemicelulose exposta já nesta etapa do processo e por esse motivo não houve grande 

diferença na atividade de endo-xilanase produzida após o pré tratamento. Por outro lado, para 

a levedura Pichia pastoris, após o tratamento químico da casca de aveia, a atividade 

enzimática aumentou significativamente (250%), o que indica que mesmo após a moagem, 

ainda havia interação entre lignina-hemicelulose, indicando que o tratamento com NaOH 4% 

foi eficiente e necessário. 

Além disso, observa-se que a produção enzimática está diretamente relacionada 

com o micro-organismo cultivado em um dado substrato, uma vez que a levedura Pichia 

pastoris apresentou maior atividade enzimática do que a Cryptococcus laurentti, ambas 

cultivadas em casca de aveia pré-tratada sob as mesmas condições de processo. 

Substratos hemicelulósicos de baixo custo, como sabugo de milho, farelo de trigo, 

palha de trigo, bagaço de cana, farelo ou palha de arroz têm amplamente estudados para a 

produção de xilanases (ALMEIDA et al.,  2012;  BENEDETTI et al., 2009; LI et al., 2005; 

MANRICH et al., 2009; SONG et al., 2010), sendo usados para a produção enzimática 

utilizando micro-organismos diversos como: Aspergillus (KADOWAKI et al., 1997), 

Aureobasidium (KARNI et al., 1993), Fusarium (KUHAD et al., 1998), Melanocarpus (JAIN, 

1995),Termomyces  (PUCHART et al., 1999), Bacillus (GESSESSE; MAMO, 1999), 

Clostridium (RANI; NAND, 2000), Streptomyces (MAHESWARI; CHANDRA, 2009; 

TECHAPUN et al., 2002). 
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Carvalho et al. (2013) isolou leveduras do cerrado de Minas Gerais e selecionou 

uma cepa de Cryptococcus laurentti como potencial produtora de xilanase. Esta levedura foi 

cultivada em diversos substratos agroindustriais (bagaço e palha de cana, sabugo de milho, 

farelo de trigo e casca de cacau) apresentando máxima atividade (1,6 U.mL
-1

) quando 

cultivado em meio líquido contendo farelo de trigo, sendo esta atividade inferior aquela 

encontrada quando  a levedura foi cultivada em meio contendo xilana (2,1 U.mL
-1

). Para os 

meios contendo palha de cana e sabugo de milho não foi observada produção enzimática. 

Para os cultivos realizados, foram determinadas as produtividades das leveduras  

Pichia pastoris e Cryptococcus laurentti frente à produção de endo-xilanases nos meios 

contendo substratos agroindustriais como fontes de hemicelulose, onde os resultados 

encontram-se apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

 

Tabela 1 - Produtividade da levedura Pichia pastoris frente à produção enzimática em 

diferentes substratos agroindustriais com e sem pré-tratamento, bem como as máximas 

atividades de endo-xilanase. 

 Sem pré- 

tratamento 

Com pré- 

tratamento 

Sem pré- 

tratamento 

Com pré- 

tratamento 

Fonte de xilana Máxima 

atividade de 

endo-xilanase 

(U.mL
-1

) 

Máxima 

atividade de 

endo-xilanase 

(U.mL
-1

) 

Produtividade 

máxima 

(U.mL
-1

.h
-1

) 

 

Produtividade 

máxima 

(U.mL
-1

.h
-1

) 

 

Farelo de arroz  

desengordurado 

6,13±0,10 ª 7,50± 0,20ª 0,11± 0,040
a
 0,18±0,021

b
 

Casca de arroz 2,89±0,15
c
 3,57±0,23

c
 0,04± 0,001

c
 0,11±0,016

c
 

Sabugo de milho 2,37±0,34
d
 4,54±0,30

b
 0,03±0,002

d
 0,11±0,012

c
 

Casca de aveia 2,96±0,10
c
 7,58±0,40ª 0,05±0,001

c
 0,26±0,020ª 

Tegumento de 

soja 

4,41±0,05
b
 4,81±0,03

b
 0,07± 0,002

b
 0,08±0,002

d
 

*Letras diferentes minúsculas nas colunas indicam que as médias são estatisticamente diferentes entre si  

(p< 0,05).  

 

A máxima produtividade enzimática (endo-xilanase) alcançada nos cultivos 

utilizando casca de aveia pode ser observada para a levedura Pichia pastoris foi capaz de 

alcançar 0,26 U.mL
-1

.h
-1

 no substrato agroindustrial com tratamento alcalino, sendo seguida 

pelos cultivos contendo farelo de arroz desengordurado também tratado. 
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Usando a levedura Cryptococcus laurentti nos cultivos contendo substratos 

agroindustriais, a maior produtividade alcançada pela levedura em termos de atividade de 

endo-xilanase foi observada no farelo de arroz desengordurado, seja ele com ou sem 

tratamento prévio, o que demonstra que este susbtrato apresenta ser uma ótima fonte de xilana 

com disponibilidade de ser usada pela levedura como substrato para a produção enzimática. 

Por outro lado observa-se que o sabugo de milho foi o substrato agroindustrial que 

proporcionou uma menor produtividade enzimática. 

 

Tabela 2 - Produtividade da levedura Cryptococcus laurentti frente à produção enzimática em 

diferentes substratos agroindustriais com e sem pré-tratamento, bem como as máximas 

atividades de endo-xilanase. 

 Sem pré- 

tratamento 

Com pré- 

tratamento 

Sem pré- 

tratamento 

Com pré- 

tratamento 

Fonte de xilana Máxima 

atividade de 

endo-xilanase 

(U.mL
-1

) 

Máxima 

atividade de 

endo-xilanase 

(U.mL
-1

) 

Produtividade 

máxima 

(U.mL
-1

.h
-1

) 

 

Produtividade 

máxima 

(U.mL
-1

.h
-1

) 

 

Farelo de arroz  

desengordurado 

7,57±0,11ª
 

8,69±0,10ª 

 

0,28± 0,021ª 0,23±0,019
b
 

Casca de arroz 3,84±0,20
c
 4,17±0,50

c
 0,13±0,010

d
 0,13±0,014

d
 

Sabugo de milho 1,59±0,15
e
 1,65±0,15

e
 0,04±0,001

g
 0,02±0,003

h
 

Casca de aveia 5,27±0,15
b
 5,51±0,20

b
 0,19±0,003

c
 0,12±0,009

d,e
 

Tegumento de 

soja 

2,8±0,10
d
 3,58±0,10

d
 0,08±0,001

f
 0,08±0,003

f
 

*Letras diferentes minúsculas nas colunas indicam que as médias são estatisticamente diferentes entre si  

(p< 0,05).  

Com base nos resultados obtidos neste trabalho observou-se que a casca de aveia 

e o farelo desengordurado de arroz foram potenciais fontes de hemicelulose para o cultivo de 

leveduras visando à produção de endo-xilanase através de cutivos submersos, onde o pré- 

tratamento com hidróxido de sódio a 4% auxiliou de forma positiva na atividade enzimática 

de endo-xilanase. Isso pode ter sido possível através da disponibilidade de açúcares 

fermentescíveis, inchamento da biomassa, quebra da matriz lignocelulósica a qual expõe os 

carboidratos ou até mesmo remoção da lignina e celulose presentes na biomassa.  Por sua vez, 

observa-se também que a capacidade de produzir a enzima está relacionada diretamento com 

a capacidade do micro-organismo e não só dos substratos agroindustriais. 
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4 CONCLUSÃO 

 

A atividade de endo-xilanase produzida pelas leveduras estudadas (Pichia 

pastoris e Cryptococcus laurentti) apresentou resultados satisfatórios quando cultivadas em 

meios contendo substratos agroindustriais como fonte de xilana. Para a levedura 

Cryptococcus laurentti, o melhor indutor foi o farelo de arroz desengordurado, uma vez que a 

atividade máxima encontrada foi 8,7 U.mL
-1

 com o substrato pré-tratado enquanto que a 

levedura Pichia pastoris Y-1603 apresentou sua melhor condição para produção de endo-

xilanase quando cultivada em meio contendo casca de aveia tratada (7,6 U.mL
-1

).  

Deve-se levar em consideração que as fontes de xilana disponíveis nos substratos 

agroindustriais não são purificadas, apenas tratada com solução de NaOH 4% e por esse 

motivo, talvez ainda possam ser realizados métodos de extração ou purificação dessas 

hemiceluloses e com isso um possível aumento da atividade enzimática.  

Desta maneira, o aproveitamento de susbtratos agroindustriais lignocelulósicos 

como fontes de xilana para processos biotecnológicos realizados com o objetivo de produzir 

endo-xilanses é uma alternativa econômica frente ao uso de xilana comercial e 

ambientalmente viável, pois irá agregar valor a esses resíduos podendo reduzir um problema 

ambiental causado pelo seu acúmulo excessivo. 

O uso de hidróxido de sódio 4% como pre tratamento dos resíduos agroindustriais 

não é válido, uma vez que a atividade enzimática não sofreu grandes alterações e esse 

processo acaba gerando mais resíduos no ambiente, sendo assim os cultivos devem ser 

realizados com os materiais hemicelulósicos em estudo apenas moídos e secos. 
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

Através deste estudo foi possível isolar 119 leveduras a partir de fontes 

alimentícias e resíduos agroindustriais, e destas, sete foram selecionadas como potenciais 

produtoras da enzima xilanase. As leveduras foram estudades frente à capacidade de produzir 

endo–xilanases em meio complexo através de cultivos submersos, sendo a levedura 18Y 

(Cryptococcus laurentti) selecionada como a melhor produtora por atingir atividade de 2,7 

U.mL
-1

para endo-xilanase, valores inferiores a 0,11 U.mL
-1

 para β-xilosidade e ser livre de 

celulases e por esse motivo pode ser aplicada em diversas áreas como na indústria alimentícia, 

têxtil, farmacêutica, branqueamento de papel, entre outras. 

Esta levedura foi submetida a estudos, usando a técnica de planejamento 

experimental, visando a maximização da atividade enzimática para endo-xilanase. Para isso 

dois planejamentos experimentais foram realizados: um planejamento fracionário 2 
6-2

 e um 

delineamento composto central rotacional 2
4
 com pontos axiais. No primeiro estudo as 

variáveis estudadas foram pH inicial, concentração de xilana, extrato de levedura, peptona, 

fosfato e sulfato de amônio. Através deste foi possível alcançar a atividade de 5,4 U.mL
-1

. 

Com base nos resultados obtidos no planejamento fracionário foram definidas as variáveis do 

planejamento completo onde o pH e as concentrações de de xilana, peptona e extrato de 

levedura foram estudados, sendo fixada a concentração de sulfato de amônio em 1 g.L
-1

 

(apresentou efeito negativo) e o fosfato monobásico removido do meio, uma vez que a melhor 

condição não usou fosfato no meio. Assim foi possível obter atividade enzimática de 6,93 

U.mL
-1 

em meio composto por 10 g.L
-1

 de xilana, 10 g.L
-1 

de peptona e 10 g.L
-1 

de extrato de 

levedura em pH inicial de 6,5. Além disso foram estudadas três diferentes velocidades de 

agitações (150, 175 e 200 rpm) para os meios de cultivos, onde a atividade atingiu 7,3 U.mL
-1 

com agitação de 175 rpm e o pico da produção foi em tempo reduzido (36 h de cultivo), sendo 

assim possível obter aumento significativo da atividade de endo-xilanase usando a levedura 

isolada. 

Após a maximização enzimática foram estudados os efeitos de diferentes fontes 

de nitrogênio orgânicas e inorgânicas frente à atividade de xilanase, para tal foram usadas 

como fontes de nitrogênio orgânicos gelatina e uréia e como nitrogênio inorgânico KNO3, 

NH4NO3 e (NH4)2SO4) em duas concentrações diferentes (3 e 5 g.L
-1

). Pode-se observar que 

as maiores atividades obtidas foram encontradas em NH4NO3 (6,2 U.mL
-1

) na concentração de 

3g.L
-1

. Após este estudo um planejamento completo 2
2
 foi realizado tendo como variáveis a 

concentração de xilana e extrato de levedura. A máxima atividade foi alcançada (12,5 U.mL
-1

) 
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quando o meio de cultivo foi compostos por 18,6 g.L
-1

 de xilana e 10 g.L
-1

 de extrato de 

levedura. Através da construção de uma curva de contorno para as variáveis xilana e extrato 

de levedura observou-se que o aumento da concentração de extrato de levedura indicava 

também um aumento na atividade enzimática e por esse motivo, três novas concentrações de 

extrato de levedura foram estudadas. Observou-se que ao manter a concentração de 18,6 g.L
-1 

de xilana e aumentando a concentração de extrato de levedura para 10 g.L
-1

 e 3 g.L
-1 

de 

sulfato de amônio, a atividade enzimática atingiu em 36 h de cultivo seu máximo  

(14,01 U.mL
-1

). Assim sendo o objetivo deste trabalho foi concluído uma vez que a atividade 

final da enzima endo-xilanase foi de 14,01 U.mL
-1

 e baixos níveis de celulases e β-xilosidase. 

Visando o aproveitamento de substratos agroindustriais pelas leveduras 

Cryptococcus laurentti e Pichia pastoris Y-1603 para a produção de endo-xilanase em 

cultivos submersos contendo substratos agroindustriais como: farelo de arroz desengordurado, 

casca de arroz, sabugo de milho, casca de aveia e tegumento de soja foram realizados. Estes 

foram moídos e utilizados como fonte de xilana nos cultivos. Foi verificada também a 

necessidade de pré-tratamento alcalino (NaOH, 4% durante 30 min) nesses susbtratos onde 

foram realizados cultivos com e sem tratamento e seus resultados avaliados conforme a 

atividade enzimática produzida.  Foi possível observar que o pré-tratamento para todos as 

fontes de hemicelulose foi eficiente e promoveu aumento nas atividades produzidas.  

Cryptococcus laurentti apresentou maior atividade enzimática (8,7 U.mL
-1

) em farelo de arroz 

desengordurado e pré-tratado, enquanto que a levedura Pichia pastoris Y-1603 apresentou sua 

melhor condição para produção de endo-xilanase quando cultivada em meio contendo casca 

de aveia tratada. Estes resultados indicam que os substratos agroindustriais tratados física e 

químicamente são uma excelente fonte de xilana para o cultivo de leveduras e produção 

enzimática, fornecendo opções para problemas ambientais, agregando valor a esses substratos, 

bem como diminuição do valor gasto para a produção do bioproduto.  

A partir dos resultados obtidos nestre trabalho foi possível alcançar os objetivos 

propostos, uma vez que foi possível isolar uma levedura com capacidade de degradar xilana e 

esta através de diferentes estudos apresentou um incremento na sua atividade final  

(14,0 U.mL
-1

) frente a inicial (2,7 U.mL
-1

 ) de 418%. Além disso, foi possível obter, a partir 

de farelo de arroz desengordurado, uma atividade de endo-xilanase elevada, tanto com 

cultivos com Pichia pastoris quanto com Cryptococcus laurentti. 
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5 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Purificar parcialmente a endo-xilanase produzida por Cryptococcus laurentii 

através de técnicas mais simples como precipitação e diálise; 

 Realizar a caracterização enzimática quanto ao pH e temperatura ótimos, Vmáx 

e Km; 

 Verificar a capacidade da enzima para a produção de xilo-oligossacarídeos e 

identificar os possíveis compostos formados através de cromatografia líquida de alta 

performance; 

 Avaliar a possível aplicação da enzima produzida em produtos alimentícios, 

branqueamento de papel, fármacos e rações animais; 

 Estudar diferentes concentrações dos substratos agroindustriais usados como 

substratos para a produção de endo-xilanases; 

 Testar diferentes pré-tratamentos (alcalinos, enzimáticos e ácidos) para 

remoção da lignina presente nos substratos agroindustriais e assim verificar a 

influência da deslignificação sobre a produção enzimática; 
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Apêndice 1 – Halos de degradação produzidos pela levedura Cryptococcus laurentti 

isolada de chicória. 
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Apêndice 2 – Halos de degradação para as 23 leveduras que apresentaram capacidade 

de hidrolisar a xilana presente nos meios. 

 

Levedura Método 1(IE > 1,0) Método 2 (IE > 2,5) 

19 Y 2,3 2,5 

60 Y 4,0 2,5 

5 Y 3,0 3,0 

27 Y 1,5 1,5 

34 Y 3,0 3,5 

 93 Y 1,3 2,0 

13 Y 6,0 4,0 

118 Y 2,5 2,0 

94 Y 2,0 2,0 

44 Y 2,0 2,0 

33 Y 2,0 2,0 

18 Y 3,0 3,0 

53 Y 2,5 3,0 

32 Y 1,2 2,0 

49 Y 3,7 2,5 

40 Y 2,0 2,7 

47 Y 1,1 2,0 

36 Y 1,2 2,0 

28 Y 1,4 3,0 

68 Y 2,0 0,0 

46 Y 1,0 2,0 

104Y 0,9 2,0 

30 Y 0,9 3,1 
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Apêndice 3 – Análise de efeitos, Coeficiente de regressão e ANOVA do planejamento 

composto central rotacional 2
4
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Apêndice 4 – Acompanhamento da biomassa e pH nos ensaios do delineamento central 

composto rotacional utilizando a levedura Cryptococcus laurentti para produção de 

endo-xilanase. 
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Apêndice 5 – Influência da agitação dos meios de cultivo frente a atividade de endo-

xilanase 
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*Barras verticais representam a média dos ensaios com os seus desvios e letras iguais nas médias dos 

resultados indicam que não há diferença significativa entre elas a 95% de confiança (teste de Tukey). 
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Apêndice 6 – Cinética de acompanhamento da atividade de endo-xilanase produzida por Cryptococcus laurentti obtidas nos ensaios 

realizados no DCCR 2
2 
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Apêndice 7 – Coeficiente de regressão, análise de efeitos e ANOVA para o delineamento 

composto central rotacional (DCCR 2
2
) 
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Apêndice 8 – Índices enzimáticos (IE) das leveduras de banco de culturas 

 

Levedura Nº. NRRL 
Método 1  

(IE > 1,0) 

Método 2 

(IE> 2,5) 

Aureobasidium pullulans Y-12996 1,9 3,3 

Pichia stipitis YB-3756 1,2 2,7 

Pichia pastoris Y-1603 1,3 2,6 
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Apêndice 9 – Artigo publicado 
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